1. Procariotas, eucariotas y virus

1.1. Microorganismos

Un organismo es una unidad viva capaz de autoreplicarse. Un
microorganismo o microbio es tan pequefio que se requiere la ayuda del
microscopio para visualizarlo y se mide en micrometros (um). Los mas
sencillos tienen una sola célula y esta organizacion unicelular se observa
en protozoos, levaduras, algunas algas y la mayoria de las bacterias. Los
pluricelulares tienen un tipo mas complejo de estructura biolégica y
aunque surgen en general a partir de una sola célula, en estado maduro
constan de varias células permanentemente unidas de un modo
caracteristico, lo cual le confiere una forma tipica (1).

Los ambientes capaces de albergar a los microbios reflejan el amplio
espectro de evolucion de los mismos. Viven en mares y agua dulce, en
presencia y en ausencia de aire, a temperaturas comprendidas entre los
puntos de congelacion y ebullicion del agua. Algunos han desarrollado
ciclos de vida que incluyen una fase de latencia en respuesta a la falta de
nutrientes. Los microorganismos se hallan capacitados para acometer una
extensa gama de reacciones metabdlicas y adaptarse a diferentes
ambientes (2). Por su poco peso pueden ser transportados por las corrientes
de aire y estar en todas partes, pero las caracteristicas del medio
determinan cuales especies pueden multiplicarse.

Dentro del suelo un conjunto de microorganismos compiten entre si para
obtener nutrientes y energia. Al mismo tiempo, los productos de su
metabolismo alteran la composicion quimica del habitat. Mas aun, los
propios organismos evolucionan en respuesta a la presion del ambiente. En
un suelo fértil estan presentes alrededor de 109 bacterias, 106 protozoos,
103 nematodos y 1 microartrépodo por gramo de suelo
constituyendo una biomasa de aproximadamente 1,5

toneladas por hectarea. Un metro cuadrado de suelo
' puede llegar a contener 107 metros de micelio fngico,
g 300 lombrices de tierra y pequenios mamiferos que

_ _ dependen de todos ellos. Sin embargo, el namero de
clanobacterias  microbios vivos y el de los cultivables difieren
muchisimo (3).

En los animales monogastricos la poblacion bacteriana
alcanza su maximo nivel en el intestino grueso y tiene
un impacto metabdlico sobre el hospedante. La accion
de los microbios que degradan la celulosa, contenidos
en la panza o rumen, permiten al animal rumiante
utilizar el forraje (4).

::'. levaduras

“
bacterias
Figura 1.1. Tamano relativo de algunos microbios (6).
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Numerosas especies bacterianas, algunas veces junto a protozoos y algas
microscopicas, proliferan en las areas expuestas a la humedad. Las
biopeliculas se forman en todas las superficies sumergidas, tanto en agua
dulce como de mar, o bien sobre soportes constantemente humedos tales
como paredes de la cafneria de agua, pisos o dientes. El 99% de toda la
actividad microbiana en un ecosistema abierto ocurre sobre las superficies
(5).

Los hongos comprenden a los mohos, levaduras y setas. Las levaduras son
unicelulares en condiciones normales mientras que los mohos crecen como
un sistema ramificado de filamentos. Los hongos son organismos
eucarioticos cuyas células, al igual que las de protozoos y algas, tienen un
nucleo cerrado por una doble membrana porosa y llevan dos a mas de
veinte cromosomas segun las especies. También pueden tener cuerpos
fructiferos de gran tamafno como los champinones y otras setas, formados
por millones de células (7). Los protozoos del suelo se alimentan de
bacterias y presentan movimientos ligados a la fagocitosis, que es la
ingestion de particulas mediante invaginacion de la membrana
citoplasmatica con formaciéon de vesiculas intracelulares (3).

Las bacterias unicelulares y las actinobacterias filamentosas son
procarioticas. Sus células carecen de membrana nuclear y mitocondrias,
ademas poseen un solo cromosoma que se encuentra libre en el citoplasma
y una pared celular rigida. Las células de los procariotas son, en medidas
lineales, unas diez veces menor que las de los eucariotas y por lo tanto
unas mil veces menor en volumen (2).

Las bacterias miden uno o varios micréometros y las levaduras, en cambio,
entre 6 y 12 pm. Los mohos son cenociticos o pluricelulares y aunque sus
células aisladas miden a lo sumo 25 pm de largo, el conjunto se distingue a
simple vista (7).
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membrana ribosomas reticulo

celular endoplasmatico

Figura 1.2. Células microbianas pro- y eucariéticas (7)
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1.2. Dominios y reinos

Las dificultades logicas para ubicar a los microorganismos en los vegetales
o animales desaparecieron cuando se admitié un tercer reino, el de los
protistas. Este reino incluia a todos aquellos organismos que se diferencian
de las plantas y los animales por su falta de especializacion morfologica,
siendo la mayoria unicelulares. Luego los protistas fueron divididos en dos
grupos claramente definidos sobre la base de la estructura celular. Los
eucarioticos eran protistas superiores. Este grupo comprendia a los
protozoos, hongos y algas. Los procarioticos eran protistas inferiores e
incluian a las diversas bacterias y cianobacterias. Posteriormente otra
clasificacién de los seres vivos reconocié cinco reinos (6). Por otra parte, las
células eucarioticas surgieron de antepasados procariéticos porque hay
pruebas del origen bacteriano de mitocondrias y cloroplastos (8).

Por los estudios ultraestructurales, bioquimicos y de la biologia molecular,
los procariotas fueron ubicados en los dominios Bacteria y Archaea
mientras que el dominio Eucarya congrega a los microorganismos en tres
reinos: uno comprende a los protozoos con y sin mitocondrias junto a los
mixomicetos, otro abarca a los oomicetos y algas heterocontas, mientras
que el tercero contiene a los hongos (9). Los microbios eucariéticos
estudiados por los fitopatologos, estan distribuidos entre los reinos
Chromista, Fungiy Protozoa (10).

El dominio Archaea congrega a especies metanogenas, haldfilas,
termoacidofilas e hipertermofilas y el dominio Bacteria comprende a una
gran variedad de organismos procariéticos (11).

Cuadro 1.1. Dominios y reinos de los seres vivos (10,12)

Tipos celulares | Dominios | Reinos Algunos integrantes
. . esponjas, corales sanos
Animalia ponjas, ¢ » 8U i
moluscos, insectos, vertebrados
plantas con flores, coniferas,
Plantae L.
musgos, hepaticas, algas (en parte)
eucariotico Eucarya . .
1y Chromista oomicetos, algas heterocontas
mixomicetos, protozoos
Protozoa » P ’
arqueozoos
Fungi levaduras, mohos, setas, bejines
. bacterias, actinobacterias,
o Bacteria ixobacteri . bacteri
procariético mixobacterias, cianobacterias
Archaea arqueobacterias

La division o ‘phylum’ Gracilicutes contiene a las bacterias Gram-negativas.
Comprende: a) Scotobacteria no fototroficas, tal es el caso de Azotobacter y
Pseudomonas en el suelo y Escherichia coli en el intestino que necesitan de
fuentes nutritivas organicas, en cambio otras dependen solamente de
compuestos inorganicos como Nitrobacter; b) Anoxybacteria que poseen
pigmentos para la fotosintesis como Chromatium y Chlorobium; c)
Oxyphotobacteria que reune a los microbios con fotosintesis oxigénica.
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La division Firmicutes abarca especies con una pared Gram-positiva, entre
las cuales se encuentran las bacterias lacticas de la leche y los vegetales en
descomposicion (Streptococcus, Lactobacillus), las formadoras de
endosporos como Bacillus y Clostridium, y las actinobacterias
(Streptomyces).

En cambio la division Mendosicutes reune a los organismos con otros tipos
de pared y los miembros de la division Tenericutes carecen de pared
celular.

Los virus son particulas de biopolimeros autoensamblados, diferentes de
todos los otros microorganismos, que solamente se multiplican dentro de
células pro- y eucariéticas (1).

1.3. Microoorganismos procarioéticos

La célula procariotica posee una cubierta celular muy diferente a la de los
eucariotas. Tiene solamente dos sistemas internos principales: una
molécula circular de ADN con cadena helicoidal doble y un citoplasma no
diferenciado donde se halla inmerso ese ADN. La longitud del anillo de ADN
que codifica toda la informacion genética de la célula apenas es superior a
un milimetro (7). El citoplasma contiene gran numero de ribosomas que
cumplen la funciéon de enlazar los aminoacidos formando proteinas. Los
ribosomas procariéticos son mas pequenos que los eucarioticos y contienen
ARN ribosomal (ARN-1) (2).

Un gen es la unidad de informacion genética y esta representado por una
secuencia especifica de bases en un segmento continuo del ADN. El
conjunto de genes se denomina genoma. La doble hélice formada por las
dos cadenas de nucléotidos consta de varios millones de pares de bases y
la informacion total de la bacteria se despliega en un conjunto de varios
miles de genes. La informacion codificada en un gen es transferida a un
ARN mensajero (ARN-m) durante la transcripcion.

En los ribosomas, los aminoacidos son reunidos en una cadena
polipeptidica segiin la secuencia determinada por el ARN-m durante el
proceso de traducciéon, que implica la participacion de los ARN-t,
responsables de transferir los aminoacidos, varias enzimas y ATP (trifosfato
de adenosina) que provee energia. En los procariotas y eucariotas, la clave
genética y la bioquimica esencial de la transcripcion y la traduccion son las
mismas, pero no las senales de control (13).

Aislamiento de microbios del polvo ambiental

Vertir en una caja de Petri unos 15 mL de agar estandar estéril, previamente licuado en bafio
de agua hirviente. Dejar gelificar.

Luego exponer la placa al aire dejando sedimentar el polvo ambiental durante 30-60 minutos.
Incubar a 27-30°C. A los dos y siete dias examinar las colonias presentes.

Agar estandar: contiene triptona 5 g, extracto de levadura 5 g, glucosa 1 g, fosfato dipotasico 2
g, agar 15 g, agua 1 L (14).

Manual de Microbiologia Agricola, 2013



La flexibilidad metabélica de las bacterias es enorme. Debido al pequetio
tamano, una bacteria esférica tiene espacio para no mas que cien mil
moléculas de proteinas. Las enzimas no estan corrientemente dentro de la
célula, sino que su sintesis es inducida por la presencia del sustrato en el
ambiente (1).

1.4. Eubacterias

Las paredes celulares de muchos de los procariotas poseen un componente
quimico comun: el péptidoglucano o mureina, que es el responsable de la
forma y consistencia de la pared. El péptidoglucano es un extenso polimero
compuesto por B-subunidades alternas de N-acetilglucosamina y acido N-
acetilmuramico. Esta ultima molécula es similar a la N-acetilglucosamina,
pero tiene una unidad de acido lactico unida al tercer atomo de carbono de
la glucosa. El acido lactico sirve como punto de union a una cadena lateral
lineal constituida unos pocos aminoacidos D o L. Las moléculas de
péptidoglucano que rodean la célula estan entrelazadas entre si, mediante
puentes formados por estos aminoacidos (2).

Figura 1.3. Paredes celulares de
bacterias (2).

; Izquierda: Gram-positiva, 1)
3 péptido glucano, 2) membrana
citoplasmatica, 3) proteinas, 4)

1 14 acido lipoteicoicos, 5) acido

teicoico, 6) fosfolipidos.

W 2 9 7 Derecha: Gram-negativa, 1)

membrana externa, 2) periplasma,
o) 6 3) membrana citoplasmatica, 4)
' lipopolisacaridos, 5) porinas, 6)
M 3 proteinas, 7) fosfolipidos, 8)
lipoproteina, 9) péptidoglucano.

La cantidad de péptidoglucano de la pared de las células bacterianas varia
desde el 90% en la pared de algunas bacterias Gram-positivas hasta menos
del 10% en las bacterias Gram-negativas. El término Gram-positivo hace
referencia a la capacidad para retener el colorante violeta cuando se agrega
alcohol, durante la tincion de Gram. Las bacterias Gram-negativas no
retienen a este colorante (7).

La penicilina y otros antibioticos P-lactamicos que interfieren con la
biosintesis de la pared celular llevan a la produccién de protoplastos
carentes de pared bajo condiciones osmoticas apropiadas. Se suele usar el
término esferoplasto para los casos en que persisten restos de pared (2).

La pared celular de las bacterias Gram-positivas contiene pequenas
cantidades de proteinas y polisacaridos, a menudo también acidos teicoicos
(polimeros de ribitol-fosfato o glicerol-fosfato unidos mediante enlaces
fosfodiéster) o de acidos teicourdonicos. Estos acidos estan unidos al
péptido-glucano por los fosfatos. En las proteobacterias (Gram-negativas),
5
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la capa interna de la pared celular es pobre en péptidoglucano y la capa o
membrana externa rica en lipoproteinas y lipopolisacaridos, los cuales
constituyen mas del 80% del peso seco de la pared. El espacio entre
ambas, llamado periplasmico, contiene un gran numero de proteinas
enzimaticas. La membrana externa esta compuesta de lipopolisacaridos y

fosfolipidos con proteinas en tuanel (porinas)

que la atraviesan. El

lipopolisacarido consiste en un disacarido de glucosamina cuyos grupos
alcohol estan esterificados con fosfatos y acidos grasos de 12, 14 6 16
carbonos (lipido A), unido a un polisacarido externo (13).

proteinas en tinel
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Figura 1.4. Membrana citoplasmatica (13)

La membrana citoplasmatica bacteriana
constituye solamente 8-15% del peso
celular seco y contiene alrededor del 70-
90% de los lipidos celulares. Esta
membrana, de unos 5 nanometros de
grosor, consiste de una doble capa lipidica
con los extremos hidrofobicos de los
fosfolipidos en el interior y las cabezas
hidrofilicas expuestas sobre ambas
superficies. También tiene incorporadas
proteinas que la atraviesan o estan
inmersas parcialmente en ella. Otras

proteinas que se hallan en la superficie de la membrana son conocidas

como proteinas periféricas (15).

Tincion de Gram

Tomar con un asa una porcion de cultivo bacteriano,
depositarlo sobre una gota de agua y hacer un extendido
sobre un portaobjetos. Dejar secar y fijar por calor. Ponerlo
sobre un soporte y cubrirlo con una solucion de cristal violeta.
Luego de 1 minuto agregar solucién de iodo. Después de 1
minuto, lavar con agua. Decolorar con alcohol 96°. Lavar con
agua y cubrir con una solucién de safranina durante 1 minuto.
Lavar con agua y secar.

Colocar una gota de aceite para inmersion. Llevar el
portaobjetos a la platina de un microscopio. Mirar a través del
objetivo de bajo aumento (10x) y una vez enfocado el objeto
mover el revolver para colocar el objetivo de inmersion en
aceite (100x). Levantar el condensador acercandolo a la
platina. Ajustar el enfoque mediante el tornillo micrométrico.
Regular la cantidad de luz por medio del diafragma.

Las bacterias Gram-negativas se tifien de rojo anaranjado y
las Gram-positivas adquieren color violeta.

Cristal violeta: disolver 1 g de colorante en 20 mL de etanol
96° y afiadir 80 mL de oxalato de amonio al 1%.

Safranina: disolver 0,25 g de colorante en 10 mL de etanol 96° y agregar 90 ml de agua.
Solucién de yodo: mezclar en un mortero 1 g de iodo y 2 g de ioduro de potasio, disolver con

100 mL de agua (14).
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Los micoplasmas son bacterias carentes de pared celular y parecen
protoplastos, pero son mas resistentes a la lisis osmoética debido a la
naturaleza de su membrana citoplasmatica, la que tiene esteroles o
lipoglucanos (2).

Las proteinas de la membrana intervienen en la entrada y salida de
sustancias de la célula, y son especificas para grupos de moléculas
estrechamente relacionadas. Las sustancias hidrofobicas difunden
facilmente pero no los iones.

La membrana se extiende y repliega hacia el interior del citoplasma
formando los sitios donde se genera la energia fotosintética (tilacoides y
cromatoforos) en las bacterias que posean tal actividad metabdlica. Por otra
parte, las bacterias oxidantes de compuestos nitrogenados (Nitrobacter y
otros géneros) tienen paquetes de laminas internas paralelas, algunas de
las cuales estan conectadas a la membrana citoplasmatica (13).

Figura 1.5. Ubicacion de los flagelos bacterianos (13)

Muchas bacterias estan dotadas de flagelos que les permiten
moverse. Si los flagelos se encuentran concentrados en uno
peritrico o ambos extremos de la célula se denominan polares; si
estan distribuidos por toda la superficie reciben el nombre

i anfitrico P
monotrico de peritricos (7).

Los flagelos posibilitan la quimiotaxis, que es el movimiento
hacia la fuente de nutrientes o el alejamiento de un entorno
quimicamente hostil. La proteina del flagelo, flagelina, esta
unida a un gancho asociado a un cuerpo basal que causa el
movimiento giratorio del mismo. La base del flagelo esta
anclada en la membrana citoplasmatica, asociada al péptido
glucano o a la membrana externa en las Gram-negativas.
Las bacterias sin flagelos carecen de movimiento, excepto aquéllas que se
deslizan sobre el sustrato, como Cytophaga (2).

lofotricos

La superficie bacteriana Gram-negativa también suele tener otras
estructuras proteicas filamentosas: las fimbrias (‘pili’ I) que participan en la
adhesion a diversas superficies, como las mucosas animales, y los pelos de
conjugacion o fertilidad (‘pili’ F) (16).

Coloracion de flagelos

Dejar correr una gota del cultivo liquido de 12-18 horas, sobre un portaobjetos nuevo, limpio y
tibio. Secar al aire. Mezclar en el momento de usar: 2 mL de alumbre de potasio al 12%, 1 mL
de acido tanico al 20%, 1 mL de agua, 1,5 mL de etanol 96° y 0,3 mL de fucsina bésica al 6%
en etanol 96°.

Volcar de inmediato sobre el portaobjetos y dejar 10 minutos. Lavar con agua. Las bacterias y
los flagelos se tifien de color rojo (17).

Se puede inferir la motilidad de las bacterias al observar su desplazamiento rapido a través del
campo microscépico cuando se enfoca una gota de cultivo reciente, colocada entre porta y
cubreobjetos (18).
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Coloracion negativa

Sobre un portaobjetos se mezcla una gota del cultivo con tinta china, o nigrosina al 10%, y se
coloca un cubreobjetos. La capsula aparece como un halo claro alrededor de la célula (19).

Coloracion de endosporos

Cubrir el extendido fijado por calor, con verde de malaquita al 2%. Calentar hasta emision de
vapores, dejar enfriar y volver a calentar 3 6 4 veces mas. Lavar con agua. Cubrir con safranina
al 0,25% durante 1 minuto. Lavar con agua y secar. Los endosporos se tifien de verde y las
células somaticas de color rojo anaranjado (14).

A veces las bacterias acumulan capas de polisacaridos sobre la superficie
exterior como ocurre con Leuconostoc mesenteroides, organismo que
convierte rapidamente a una solucion de azucar de cana en una jalea de
dextrano (1,6-a-glucano), o Acetobacter aceti variedad xylinum, el cual
secreta celulosa formando una cubierta coriacea que rodea a las células y
da cohesion a la colonia (13).

La capsula es una capa densa y bien definida de polisacaridos (Derxia
gummosa) o polipéptidos (Bacillus anthracis), mientras que la capa mucosa
es una masa difusa de polimero. La capsula no es esencial para la vida y
no siempre esta presente, en muchos casos el material capsular puede ser
separado en forma de limo, por agitacion u homogeinizacion. Otras
bacterias, como Sphaerotilus natans, forman una vaina o envoltura tubular
de heteropolisacaridos que contiene una cadena de células (2).

Numerosas eubacterias y también arqueobacterias, poseen una envoltura
exterior proteica o capa S que suelen perder en las condiciones optimas del
laboratorio. Esta capa favorece la adhesion al sustrato para permitir la
accion de las exoenzimas en las bacterias saprobias y la virulencia en las
patogenas (20).

Figura 1.6. Formacion de endosporos (13)

Un grupo de eubacterias (Bacillus, Clostridium,
Sporosarcina) que se encuentran en el suelo, poseen
endosporos. Estos son células cuyas moléculas
podrian encontrarse en estado vitreo y tienen la
cualidad de permanecer latentes por muchos anos.
Resultan altamente resistentes al calor y otros
agentes fisicos asi como a productos quimiotoxicos
que causan la muerte de las células somaticas.
Puesto en el ambiente apropiado, el endosporo da
origen a una nueva bacteria (7).

envoltura ADN corteza

Los endosporos contienen acido dipicolinico, una substancia no hallada en
la forma somatica, en la proporcion de 10-15% del peso seco del esporo.
Son varias las cubiertas que rodean al citoplasma del endosporo:
membrana citoplasmatica, pared celular, cértex con péptidoglucanos,
envoltura interna, envoltura externa polipeptidica y en ocasiones exosporio,
que es el resto de la célula original (2).
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Aislamiento de bacterias esporuladas

Calentar una suspension de suelo por 10 minutos en un bafio de agua a 80°C. Flamear el asa
hasta que tenga color rojo brillante y dejar que se enfrie dentro de la zona de conveccién del

mechero.

Tomar una gota de la suspension
y extenderla sobre la superficie de

una placa de agar estandar estéril haciendo las primeras estrias.

Flamear el asa y hacer la segunda serie de estrias con el asa vacia. Flamear otra vez el asa y
hacer la tercera serie de estrias con el asa vacia. Incubar las cajas con la tapa hacia abajo a
25-30°C durante 48 hs. Después de la incubacién en la estufa, el crecimiento es confluente en
los trazos iniciales y las colonias estan bien aisladas a lo largo de las Ultimas estrias (14).

Las bacterias forman colonias caracteristicas sobre la superfice del
sustrato, que tienden a adoptar una forma circular creciendo por adicion
de células a su perimetro. Al extenderse la colonia sobre el agar se observa
que en el crecimiento participan unos elementos en anillos y otros en
sectores. Debido a la propagacion centrifuga, a todos los sectores los va
formando la progenie de un antepasado comun. Algunos sectores se
distinguen del resto porque las células difieren en su ADN debido a
mutaciones espontaneas. Las bacterias de un anillo comparten algunas
propiedades entre si pero no estan emparentadas, pero tienen parentesco
directo con las de la zonas precedente y la siguiente (21).

Colonias microbianas

- o W B W =

FORMA puntiforme circular filamentosa ameboide rizoide fusiforme

ELEVACION

BORDE

i e e AR A

plana elevada convexa pulvinada umbonada

D[ % &

entero ondulado lobulado crenado filamentoso enrollado

Cuando se describe una colonia se indica color, brillo, forma, elevacion, borde y pigmento del

medio (14)

Las bacterias generalmente se multiplican por fision binaria. Después del
crecimiento de la célula, aparece el septo y las células se separan o
permanecen unidas con formas caracteristicas: pares, cadenas, paquetes
cubicos y acimulos planos irregulares entre las bacterias esféricas (cocos),
o pares y cadenas en las cilindricas (bacilos). La multiplicacién por
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brotacion es rara en los procariotas pero se observa en la bacteria del agua
estancada Hyphomicrobium (13).

diplococos Micrococos bacilos vibrios

: oo J (4 igura  1.7.
»2 % 9:"9 oge ’| j(l \ g)r ;‘c?rma_ de11a7$

_ bacterias (13)
estreptococos sarcinas espirilos

1.5. Actinobacterias

£5poro

Streptomyces

micelio del substrato

pasrcy
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Rhodococcus

R Actinoplanes

Las actinobacterias, antes llamadas actinomicetos, constituyen un grupo
de organismos procarioticos habitantes del suelo y del material vegetal
compostado. El género principal es Streptomyces cuyas especies excretan
enzimas hidroliticas, antibiéticos y compuestos volatiles, como geosmina
con olor a tierra mojada. Cuando se los cultiva en medio sélido, forman un
fino micelio ramificado cuyas hifas aéreas se convierten en cadenas de
esporos. Cada esporo puede a su vez,

micelio aéreo . ..
generar una colonia micelial.

micelio
aE‘l eo0.

Figura 1.8. Algunos géneros de
actinobacterias (22)

T.*:mmmmnospom Otro género de interés es Nocardia
cuyas colonias carecen de micelio
osporos i
" aéreo o es escaso, con Unos pocos

esporos en los extremos de las cortas
ramas hifales o sin ellos, ¥y
finalmente las hifas se fragmentan
Dactylosporangium  totalmente en elementos bacilares (7).

Thermoactinomyces, a diferencia de los demas géneros, forma endosporos
similares a los de las eubacterias Bacillus y Clostridium, en el extremo de
pequenas ramificaciones mientras que Micromonospora con igual
morfologia tiene esporos sensibles al calor y es mesofilica (13).

Coloracion aci

Fijar por calor e

dorresistente

| extendido y cubrirlo con fucsina fenicada. Calentar hasta emisién de vapores y

mantener caliente durante 10 minutos. No dejar que el liquido se evapore. Lavar con agua.
Decolorar con acido clorhidrico al 3%. Lavar y cubrir con azul de metileno alcalino durante 1
minuto. Volver a lavar con agua y secar. Observar con el objetivo de inmersion, los organismos
acido-resistentes se veran de color rojo sobre fondo azul.

Fucsina fenicad
una solucion de

a: disolver 0,3 g de fucsina basica en 10 mL de etanol 96° y agregar 100 mL de
fenol al 5%.

Azul de metileno alcalino: disolver 0,3 g de colorante en 30 mL de etanol 96° y agregar 100 mL

de hidréxido de

potasio al 0,1% (14).

10

Nocardia, al igual que Mycobacterium, se tifie con dificultad o no se colorea
por el método de Gram, debido a que el péptidoglucano esta unido a unos
arabino-galactanos esterificados con acidos micélicos de naturaleza cerosa.
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Estos son hidroxiacidos con ramificaciones alifaticas de larga cadena (2).
Para colorear estos organismos se recurre al método de Ziehl Neelsen.
Rhodococcus y algunas especies de Nocardia se suelen aislar selectivamente
del suelo usando hidrocarburos parafinicos como cebo (22).

1.6. Cianobacterias

Son organismos procarioticos unicelulares o filamentosos, por reunion de
células individuales adheridas en sus extremos, que contienen un pigmento
azulado llamado ficocianina ademas de la clorofila a. Estan presentes en
aguas dulces o saladas y a veces colonizan ambientes extremadamente
inhospitos. Contribuyen a la formacion y enriquecimiento del suelo. Algunos
convierten el nitrogeno atmosferico en compuestos que los vegetales
aprovechan fertilizando los campos y de manera especial los arrozales. Estos
pueden convivir en simbiosis con las plantas, tal es el caso de Anabaena, que
suele hallarse en las cavidades dorsales de las hojas del helecho acuatico
Azolla y Nostoc que se encuentra en los nodulos caulinares del arbusto
tropical Gunnera (23).

Figura 1.9. Algunos géneros de cianobacterias (2)

Algunas cianobacterias son unicelulares y estan
adheridas por un limo o se encuentran dentro de
una capsula, como en Gloeocapsa. Otras, también
unicelulares, pueden generar esporas (beocitos) en

su interior, como Dermocarpa. Las que forman
“ e s e s cadenas de células (tricomas) suelen tener células
T —  especiales donde ocurre la fijacion del nitrégeno

molecular (heterocistos) y células de reposo
(acinetos), pero no todas las especies fijadoras forman heterocistos. Unos
pocos géneros tienen una vaina alrededor del tricoma (13). Los
hormogonios, constituidos por unas pocas células, se forman por la
fragmentacion de los filamentos. Muchas cianobacterias se mueven por
deslizamiento sobre una superficie sélida u otros filamentos (2).

Los géneros Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis y Nodularia contienen
especies que producen metabolitos secundarios toxicos- Uno de ellos es un
fosfato organico letal que es liberado de las células en el tracto digestivo de
los animales al beber agua con verdin (24).

En cambio el género Spirulina es comestible y apreciado por el alto tenor de
proteinas, del orden del 50-60% del peso seco. Algunas especies, al igual
que las actinobacterias, forman un compuesto con olor a tierra mojada
llamado geosmina (2).

1.7. Mixobacterias

Las mixobacterias son organismos sociales del suelo y los cuerpos
fructiferos se encuentran sobre estiércol o material vegetal en
descomposicion, algunos de los cuales son como gotitas con menos de 1
mm de diametro, tal es el caso de Myxococcus. Hay géneros que carecen de
estructuras fructiferas como Sporocytophaga que produce, ademas de los

11
Manual de Microbiologia Agricola, 2013



bacilos delgados, unas células ovales parecidas a esporos llamadas
microcistos pero otras, como Cytophaga, no forman microcistos (13).

Las células de las mixobacterias son flexibles y no tienen una pared celular
rigida, generalmente estan embebidas en un limo espeso. Al desplazarse
segregan un material mucoso extracelular que se convierte en grandes
avenidas por donde avanzan miles de células. El movimiento es muy
coordinado.

Cuando la poblacion migra sobre el agar, lo hace como una unidad
indivisa. Incluso las especies que entran en letargo en forma de esporos
unicelulares, exhiben habitos sociales durante buena parte de su ciclo
vital. Muchas mixobacterias nunca se presentan aisladas y entran en la
etapa de letargo en forma de cisto pluricelular que luego germina liberando
una nueva poblacion de millares de mixosporos.

En el conjunto de la poblacion de mixobacterias se producen ondas
pulsatiles ritmicas. Las oleadas de mixobacterias que se acercan al centro o
se alejan hacia el borde de la colonia en crecimiento, forman agregados en
puntos especificos para construir los cistos y en algunos géneros como
Chondromyces complejos cuerpos fructiferos. La produccion de estas
estructuras responde a cambios fisicos y

ciiétpo nutricionales en el ambiente. Las células

,,,»—\ fructifero  perciben estos cambios y transforman esta

percepcion en una serie de hechos que
D @@ implican agregacion, construccion del
mﬁbmﬂp ¢ -——"%‘\

cuerpo fructifero pluricelular y la
conversion de las células alargadas en

/ esporulacion
agregacion _ mixosporos redondos, resistentes y
j f BHXOSPOIOs \ metabolicamente en reposo (25).
I %
0 . @ Figura 1.10. Ciclo de vida de una mixobacteria
= - \ germinacion (25)

x o® | | |
%ﬂm Las mixobacterias predadoras se alimentan
M ~ / segregando enzimas en los huecos de las

multiplicacién W colonias para evitar su diluciéon en el medlo

acuoso, las que disuelven la cubierta
Myxococcus xanthus celular externa de los otros microbios.
a2 Cuando éstos estallan, las mixobacterias

absorben su contenido (21).

1.8. Arqueobacterias

En la estructura de los ribosomas, la membrana y la pared, asi como en su
actividad bioquimica, este grupo difiere tanto de las eubacterias como de
los eucariotas. Se las denomina arqueobacterias pues algunas poseen un
metabolismo particularmente adecuado a las condiciones que se supone
prevalecieron en los primeros tiempos de la vida sobre la tierra. Comprende
tipos muy diferentes: metanogenos, haldfilos extremos, termoacidofilos e
hipertermofilos (11).
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No tienen péptidoglucano en la pared, pero algunas metanobacterias
poseen un pseudopeptidoglucano compuesto de N-acetil-glucosamina y
acido N-acetil-talosaminuroénico con enlaces (3-1,3. Otros organismos tienen
la pared formada por heteropolisacaridos (Halococcus), glicoproteinas
(Pyrodictium) o una capa proteica S (Methanospirillum) (2). La membrana de
los termofilos esta formada por lipidos no habituales, compuestos por
glicerol unido mediante enlaces tipo éter (-O-) a dos cadenas de alquil-
isoprenoides, y en algunas especies también ligado a oligomeros de manosa
y glucosa, formando una monocapa (15). Algunas arqueobacterias tienen
histonas y forman una estructura semejante al nucleosoma eucariético (26).

Las metanogenas (Methanobacterium, Methanococcus, Methanoplanus, etc.)
viven sOlo en ambientes libres de oxigeno y liberan metano mediante la
reduccion del CO,. Estan en estrecha asociacion con microorganismos
anaerobicos que metabolizan la materia organica en descomposicion y
desprenden hidrégeno como producto de desecho. Se encuentran en las
aguas cloacales, el fondo de los estanques, el rumen del ganado, el
intestino de insectos y mamiferos, los manantiales de aguas termales o
como simbiontes de protozoos anaerobicos.

Las halofilas extremas son bacilos heterotréficos, en su mayoria aerobios,
que requieren elevadas concentraciones de sal. Algunas de ellas crecen
facilmente en salmuera saturada. Mantienen altos gradientes en la
concentracion de ciertos iones a través de la membrana celular y los utiliza
para transportar diversas sustancias hacia adentro o afuera de la célula.
Suelen conferir color rojo a los estanques de evaporacion donde se obtiene
la sal marina y al pescado salado (13).

Halobacterium logra su equilibrio osmoético mediante la acumulacion
intracelular de cloruro de potasio. Esta especie puede sintetizar ATP
mediante la luz pues tiene en la membrana, la proteina bacteriorodopsina
conjugada al carotenoide retinal (2).

Entre las termoacidoéfilas se encuentra Sulfolobus que se halla en los
manantiales de aguas termales sulfurosas y puede multiplicarse a mas de
90°C y pH inferior a 2 pues forma acido sulfarico. Thermoplasma es un
género que carece de pared celular, tiene una membrana constituida por
un lipopolisacarido y crece optimamente a 55°C y pH 2. El pH del
citoplasma esta proximo a la neutralidad, lo que exige mantener un
considerable gradiente de pH a través de la membrana celular, el cual es
empleado para bombear moléculas hacia dentro o fuera de la célula (11).
Pyrodictium es una hipertermofila que reduce el azufre elemental, cuya
temperatura 6ptima de crecimiento es 105°C (2).

1.9. Transferencia genética en bacterias

1.9.1. Plasmidos

Los plasmidos son pequenos anillos de ADN extracromosomal (hay unos
pocos lineales) que se multiplican independientemente en las células que
los alojan y pueden aportar genes que confieren ciertas ventajas a las
mismas, como la resistencia a los antibioticos. EI ADN plasmidico se
replica en las bacterias hospedantes asegurando asi su presencia en las
células hijas (27). Las especies de rizobios, bacterias de gran importancia
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ADN polimerasa

hebra
nueva

14

sentido
replicacion

agronomica, contienen plasmidos con la informacion genética para la
simbiosis en leguminosas (28).

1.9.2. Replicacion

Antes de que una célula bacteriana se divida (transferencia vertical) ha de
duplicarse su ADN. La sintesis del mismo comienza con la separacion de
ambas cadenas en una secuencia de bases conocida como origen de la
replicacion. Las ADN polimerasas, con otras enzimas asociadas, copian
cada una de las hebras. A medida que se va construyendo la nueva hebra,
ésta se empareja con la que le sirve de molde. Las hélices resultantes son
hibridos consistentes en una cadena original y otra recién formada
(replicacion conservativa) (29).

Las dos hebras se replican en

direcciones opuestas, siempre desde

el S’-fosfato al 3’-hidroxilo. Mientras
hebra una nueva hebra crece
original -, stantemente, la otra lo hace por
I partes mediante un pequefio ARN
NN

J

cebador y luego se reunen los
fragmentos.

%:ido

replicacion  \ o\’ hador Figura 1.11. Replicacion del ADN (30)
- «“—=hebra
HTIETA Se denomina replisoma al complejo

constituido por las polimerasas y
otras proteinas asociadas que esta fijo cerca del punto medio de la bacteria.
Una vez formadas las copias del ADN se alejan activamente unidas a las
proteinas de particion. Esta segregacion permite la distribucion igualitaria
de los elementos genéticos en las células hijas. La duplicacion del tnico
cromosoma de Escherichia coli en condiciones favorables tarda unos 20
minutos. La replicacion de los plasmidos ocurre de manera similar a la del
cromosoma, pero el numero de copias es controlado por los genes del
plasmido y la interaccion entre la célula y el plasmido (31).

En las bacterias el ADN consta casi exclusivamente de genes codificadores
de proteinas. Cuando estos genes entran en actividad se transcriben en
ARN que se traducen en proteinas, éstas a su vez se ocupan de regular la
actividad génica y otras funciones (74).

1.9.3. Recombinacion

En los procesos de intercambio horizontal del material genético:
conjugacion, transformacion y transduccion, se transfiere ADN de la célula
donante a la receptora pero difieren en la manera en que es transportado.
La transferencia es seguida por la recombinacion y asi el ADN de la
bacteria donante se integra al de la receptora. El intercambio de genes en
las bacterias no esta confinado dentro de una especie o especies afines, y
suele acontecer entre bacterias de géneros o familias diferentes (13).

Pueden darse errores de replicacion por corrimiento cuando alguna de las
hebras se desliza y establece un emparejamiento inadecuado. En cada
tanda de division bacteriana asexual suele haber alguna célula con una
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mutacion que altera los genes del microorganismo. La recombinacion
reoordena estos genes o parte de los mismos (32).

La recombinacion homologa ocurre cuando los ADN que poseen secuencias
de bases similares, se retinen e intercambian segmentos mediante la rotura
y ensamblaje de las cadenas. Otra forma de recombinacion es la especifica
de sitio, donde se anaden nuevas porciones al ADN del microorganismo y
requiere solo pequefios fragmentos del ADN homologo para el
reconocimiento.

Cuando ambos ADN poseen una secuencia de reconocimiento, se habla de
recombinacion especifica de sitio doble, como en el caso de la inserciéon de
un bacteriofago (virus que parasita a las bacterias). Si solamente una
molécula de ADN transporta esa secuencia, la recombinacion especifica de
sitio es simple y permite la insercion mediante la transposicion (13).

La transposicion es la recombinacion producida por los transposones o las
secuencias de insercion, que se pueden mover de un sitio a otro del
cromosoma microbiano, aunque este fenémeno ocurre raramente.

protoplastos fusién de protoplastos ~ Las secuencias de insercién son pequenas

pequenas porciones de ADN que cambian de
=3 lugar en el genoma y si se insertan en un gen
I se produce una mutacion pues se rompe la

continuidad de la informacion codificada. Los
transposones, en cambio, son mas grandes y
contienen genes (35).

Figura 1. 13. Recombinacion por fusion de
l protoplastos (32)

Las barreras naturales a la recombinaciéon
entre organismos diferentes pueden romperse
a menudo mediante la preparacion de
protoplastos. Estos son células bacterianas cuyas paredes externas se han
eliminado poniendo al descubierto la membrana citoplasmatica. Como
estas membranas poseen aproximadamente la misma composicién en la
mayoria de los organismos, puede inducirse la fusion de protoplastos de
especies distintas, formando un célula hibrida en la que los genes quedan
expuestos a la recombinacion. También es una técnica eficaz para
aumentar la frecuencia de recombinacion intraespecifica en los que el
apareamiento natural es raro. La operacion se lleva a cabo en una soluciéon
cuya presion osmotica equilibra la presion interior de las células, para que
no estalle la membrana celular. Después se induce la regeneracion de la
pared de los protoplastos hibridos y se obtiene un cultivo normal (32).

£

R

B
células bacterianas

1.9.4. Conjugacion

Este fenomeno se descubrio cuando se mezclaron mutantes auxotroficos de
la bacteria Gram-negativa Escherichia coli que tenian diferentes
requerimientos nutricionales y separadamente necesitaban un suplemento
de ciertos compuestos para poder multiplicarse, sin embargo crecieron
sobre un medio minimo carente de tales nutrientes. Los genes silvestres de
una cepa completaron los genes mutados de la otra.
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Este proceso requiere el contacto entre las células y se transfiere una
molécula pequena de ADN circular de doble cadena (plasmido) desde la
célula donante a la receptora. Las células donantes tienen en la superficie
unos pelos de conjugacion o fertilidad (‘pili’ F) que sirven para facilitar el
contacto. La presencia del plasmido rige la sintesis de los pelos y los
receptores superficiales para que el ADN desplazado sea replicado en la
otra célula (2).

Figura 1.12. Recombinacién por conjugacion de dos
cepas defectuosas (13)

medio cepa

completo A- B So6lo unas pocas bacterias pueden transferir
ADN cromosomal. Son las que tienen el
plasmido F (fertilidad) integrado al cromosoma.
Tales bacterias son llamadas Hfr porque
transfieren sus genes con una frecuencia muy
alta. Durante la transferencia el ADN bacteriano
se replica a partir del punto de insercion del
factor F y la cadena recién formada entra en la
célula aceptora. Este proceso es seguido de la
recombinacion homologa del ADN de ambas
células dentro de la bacteria receptora. La
introduccion de una bacteria con plasmidos en
una poblacion receptora puede, en poco, tiempo
convertir a esta ultima en portadora de
plasmidos.

Figura 1.14. Conjugaciéon bacteriana: a, proteina
desenrolladora; b, proteinas de la membrana
codificadas por el plasmido; c, proteina de la
membrana externa especifica de la bacteria receptora
(2)

hebra transferida

paredes celulares

polimerasa {{ cebador En las bacterias Gram-positivas no intervienen

los ‘pili’ durante la conjugacion. Antes del
receptora intercambio genético, la célula receptora secreta

sustancias que estimulan la sintesis de
proteinas aglutinantes por las potenciales donantes. Una vez que las
bacterias se asocian, se forman los poros necesarios para la transferencia
del ADN (34).

1.9.5. Transformacion

Las bacterias pueden captar ADN desnudo. Assi las células de una colonia
rugosa de Streptococcus pneumoniae al ser mezcladas con el ADN de una
cepa formadora de colonias lisas, adquieren la cualidad de producir
también colonias lisas. La transformacién es utilizada para introducir
genes extranos en una bacteria y suele ocurrir tanto en bacterias Gram-
positivas como en Gram-negativas (13).

Un fragmento de ADN se puede insertar en un plasmido pequeno
especializado conocido como vector de clonacion, usando una enzima
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especifica. Este ADN recombinante se usa para transformar las bacterias
que creceran luego en un medio selectivo apropiado para detectarlas.

La capacidad de aislar ADN de un organismo e inducir su incorporacion en
otro no relacionado, constituye el fundamento de wuna de las
manipulaciones del ADN recombinante. El plasmido sirve asi de vector para
genes que no tienen equivalente en el organismo receptor y que, por lo
tanto, no podrian heredarse de forma estable mediante recombinacion
homologa.

Estos genes pueden asi transmitirse a través de generaciones sucesivas
conforme el plasmido va replicandose (32). Pero a veces la bacteria pierde el
plasmido espontaneamente.

Los tumores de las plantas producidos por la infeccion con Agrobacterium
tumefaciens se deben al plasmido Ti. El ADN plasmidico penetra en la
célula vegetal y parte del mismo se

gen resistencia 2 incorpora al genoma de la planta. Este

proceso se llama transformacion
oncogénica. Otra especie, Agrobacterium
rhizogenes, desencadena el crecimiento

~ gen anormal de las raices mediante el plasmido
resistencia 1 Ri (35)

-,
N\ A7

ADN viajero ADN vector . L
\/ La electroporacion es la exposicion de las
g células a los campos eléctricos durante
\\ [ genA unos milisegundos produciendo pequenos
A poros en su membrana, de tal manera que
? 4 puedan entrar las moléculas de ADN del
vector sin viajero  vector con viajero medio, eliminado los pasos que requerian el
| TRANEEORMACION | aislamier'lto de p'lésmidos de unas células
] T para ser introducidos en otras (2).

Figura 1.15. Introduccién de genes por un
plasmido vector (32)

1.9.6. Transduccion

resistentea 1y 2 . .
Los genes bacterianos se pueden transferir

medio de de una cepa a otra usando bacteriofagos

cultivo +1 como vectores, pero este fenomeno no
. ] ocurre en todas las especies de bacterias.

medio de Segun el comportamiento del bacteriéfago,

cultivo+1+2 la transduccion puede ser general o

especializada.

a) general o inespecifica

Un bacteriofago se replica dentro de la célula que infecta y con la ruptura
de la misma se liberan las nuevas particulas viricas. Estas particulas
infectan otras células completando el ciclo de lisis.

Ocasionalmente durante el proceso litico el genoma bacteriano se
fragmenta y algunos segmentos pasan a formar parte del nuevo
bacteriofago. Estos suelen carecer de parte de su propio genoma, pero

17
Manual de Microbiologia Agricola, 2013



18

aunque defectuosos son capaces de infectar nuevas bacterias y dejarles la
parte de ADN bacteriano que transportan. Este ADN suele recombinarse
con el genoma de la célula infectada.

La porcion de genoma bacteriano transportada por bacteriofagos es por lo
general menor que 1% del ADN total. La mayoria de las particulas viricas
son normales y no participan en la transduccion (13).

b) especializada

Los bacteriéfagos moderados son capaces de formar una relacion estable
con sus hospedantes y luego de la infeccion suelen incorporarse al genoma
bacteriano como profago. Este puede codificar otras funciones ademas de
las especificas del bacteriofago, tal es el caso de la produccion de toxinas.
La bacterias que albergan profagos se llaman lisogénicas. Los profagos
suelen vivir en armonia con su hospedante hasta que una situacion de
estrés ambiental induce el ciclo litico (ver figura 1.17).

Cuando el bacteriofago se escinde del genoma bacteriano puede acarrear
una porcion de este ultimo. Estos fagos defectuosos invaden nuevas
bacterias y la integracion al genoma de la célula hospedante es esencial
para la trasferencia de esos genes. Como cada profago tiene un lugar de
insercion particular en el genoma del hospedante, solamente los genes
adyacentes pueden ser transferidos por este proceso (13).

1.10. Identificacion fenotipica

Los microorganismos unicelulares pueden ser aislados de la naturaleza
como una cepa (c€lulas de una colonia) o un clon (células originadas a
partir de una sola célula).

El aislamiento de un cultivo puro (cepa microbiana) se lleva cabo
comunmente por dispersion de un suspension diluida de microbios sobre
la superficie de un medio gelificado dentro de una caja de Petri para
generar 10 - 50 colonias. Luego de varios dias de cultivo las células de una
colonia son repicadas en otros medios. Sin embargo otros métodos son
efectivos para obtener un cultivo puro, tal como la captacion mecanica de
células con un micromanipulador o la separaciéon inmunomagneética.

Los microorganismos procariotas son clasificados por sus caracteristicas
feno y genotipicas. Las primeras son determinadas bajo condiciones reales
de actividad vital mientras que las segundas estan basadas en las
cualidades almacenadas dentro de las secuencias del ADN (1).

Las caracteristicas de las especies bacterianas se describen en las obras
“Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”, “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” y “The Prokaryotes”, que se actualizan en
sucesivas ediciones.

La identificacion fenotipica tradicional de las bacterias se basa en las
caracteristicas observables, tales como morfologia, crecimiento,
propiedades bioquimicas, metabolismo y ‘habitat’. El cultivo continta
siendo el método de eleccion pues permite la identificacion morfologica y
bioquimica del organismo ademas de la apreciacién de la sensibilidad a los
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antimicrobianos, siendo esencial la correcta eleccion de los medios de

crecimiento y las condiciones de incubacion.

Existen equipos o galerias multipruebas que permiten una mayor rapidez
en la identificacién de algunas bacterias. Se trata de una serie de celdillas
con los respectivos sustratos liofilizados que se inoculan manualmente o en
forma automatizada permitiendo realizar, al mismo tiempo, cultivos en

numerosos medios (36).

Pruebas para bacterias heterétrofas comunes (37, 38, 39)

Todos los medios se esterilizan a 120°C durante 15 minutos. Luego de sembrados con el
microorganismo en estudio se incuban a 30-35°C durante dos dias.

Catalasa

Colocar una gota de perdxido de hidrégeno al 3% sobre un portaobjetos. Tomar con un asa
material del cultivo en agar o caldo nutritivo, y mezclar. La formacién inmediata de burbujas
indica desprendimiento de oxigeno debido a la enzima.

Oxidasa

Tomar con una fina varilla de vidrio, parte de una colonia y frotar un trozo de papel de filtro
humedecido previamente con una soluciéon acuosa de clorhidrato de tetrametil-parafenilén-
diamina al 1% recién preparada. La aparicidn de un color pUrpura intenso en 5 segundos indica
gue la prueba es positiva.

Oxidacion-fermentacion

Sembrar por picadura profunda dos tubos con agar glucosa. Sobre uno de los tubos, verter una
capa de 2 cm de agar-agua estéril fundido y enfriado hasta 50°C, tomando las precauciones
para evitar la contaminacién. Luego de la incubacién, observar la formacién de acido (color
amarillo) en los cultivos en aerobiosis (oxidacién) y anaerobiosis (fermentacién), con o sin gas.

Agar glucosa de Hugh y Leifson (para gram-negativos). Triptona 2 g, extracto de levadura 1 g,
glucosa 10 g, cloruro de sodio 5 g, fosfato dipotasico 0,2 g, azul de bromotimol 0,08 mg, agar
159, agua 1 L, pH 7,1. Distribuir en tubos formando una columna de 10 cm.

Agar glucosa purpura (para Gram-positivos). Triptona 10 g, glucosa 5 g, purpura de
bromocresol 0,04 g, agar 15 g, agua 1 L, pH 7,0. Distribuir en tubos formando una columna de
10 cm.

Voges Proskauer y rojo de metilo

Sembrar dos tubos con caldo-glucosa e incubar. Después agregar unas gotas de rojo de metilo
a uno de los tubos, se vera color rojo si hubo una fermentacion acida mixta. Afiadir al otro tubo,

1 mL de a-naftol y 0,5 mL de creatina alcalina, dejar en reposo hasta 3 hs. Si hubo formacién
de acetoina, un intermediario de la fermentacién butilén-glicélica, aparecera un color rojo
(reaccion de Voges-Proskauer).

Caldo-glucosa. Triptona 5 g, glucosa 5 g, fosfato dipotésico 2 g, agua 1 L, pH 7,5.

Rojo de metilo. Disolver 10 mg en 30 mL de etanol 96° y afadir 20 mL de agua, esta solucién
es roja a pH 4,4 y amarilla a pH 6,2.

a-naftol. Disolver 1 g en 20 mL de etanol y usar.

Creatina alcalina. Disolver 0,3 g de creatina y 40 g de hidroxido de potasio, en 100 mL de agua
destilada.

Manual de Microbiologia Agricola, 2013

19



Produccién de indol y reduccion de tiosulfato

Sembrar en el medio SIM haciendo una puncién con la aguja e incubar. El crecimiento se aleja
de la puncién si el microorganismo es movil. Cuando el tiosulfato es reducido a sulfuro el medio
se colorea de negro. Afiadir 1 mL del reactivo de Kovac y agitar, al cabo de 10 minutos aparece
color rojo en capa superior si hubo formacién de indol.

Medio SIM. Triptona 20 g, peptona de soja 6 g, sulfato ferroso amaénico 0,2 g, tiosulfato de
sodio 0,2 g, cloruro de sodio 5 g, agar 3,5 g, agua 1 litro, pH 7,3.

Reactivo de Kovac. Disolver 1 g de p-dimetil-amino-benzaldehido en 15 mL de alcohol
isoamilico y afiadir 20 mL de acido clorhidrico concentrado.

Fermentacion de azlcares y polialcoholes

Sembrar los tubos de medio base al que ha agregado, en condiciones de asepsia, 1 mL de las
soluciones de carbohidratos al 10% esterilizadas por filtracion (glucosa, maltosa, sacarosa,
lactosa, dulcitol, manitol, salicina, etc). Incubar a 30-35°C durante 48-72 horas. Observar la
produccion de acido y/o gas.

Medio base. A (para gram-negativos): Peptona 2 g, cloruro de sodio 5 g, fosfato dipotéasico 0,3
g, azul de bromotimol (al 0,2%) 15 mL, agua 1 L.

Medio base B (para gram-positivos): Triptona 10 g, extracto de levadura 1 g, purpura de
bromocresol (al 0,2%) 20 mL, agua 1 L, pH 7,1. Distribuir en tubos con una campanita dentro.

B-galactosidasa

A. Sembrar un asa de cultivo en el medio e incubar durante 24 hs. Observar el color amarillo
del o-nitrofenol, formado por accién de la enzima,

Caldo ONPG. Orto-nitrofenil-D-galactopirandsido 6 g, fosfato disédico (0,001 M) 1 L. Distribuir a
razén de 2 mL por tubo.

B. Sembrar con un asa el tubo de caldo de Mac Conkey, con una campanita en su interior e
incubar 24 hs. Los microbios que fermentan la galactosa y/o glucosa resultantes de la hidrélisis
de lactosa, acidifican el medio con o sin produccion de gas.

Caldo Mac Conkey. Peptona 20 g, lactosa 10 g, bilis de buey 5 g, purpura de bromocresol (al
1% en NaON 0,02 N) 2 mL, agua 1 L.

Hidroélisis de gelatina

Sembrar con una aguja, por puncion, un tubo de gelatina nutritiva e incubar. Después, colocar
el tubo en hielo durante 10 minutos para observer si el gel se ha licuado.

Gelatina nutritiva. Extracto de carne 3 g, peptona 5 g, gelatina 120 g, agua 1 L, pH 6,9.

Asimilacién del citrato
Sembrar por puncién, con una aguja, en el medio de Simmons e incubar. EI medio vira al
amarillo si el citrato es utilizado como Unica fuente de carbono.

Medio de Simmons. Sulfato de magnesio heptahidrato 200 mg, fosfato monoamaénico 1 g,
fosfato dipotasico 1 g, citrato de sodio dihidrato 2 g, cloruro de sodio 5 g, azul de bromotimol
(solucion al 0,2%) 40 mL, agar 15 g, agua 1 L, pH 6,8-7.

Descarboxilacion de aminoacidos
Sembrar con una aguja por puncién y estria un tubo de agar lisina e incubar. Se observa una
reaccion alcalina en el fondo del tubo si se liberé una amina debido a la descarboxilacién.

Agar lisina. Peptona 5 g, extracto de levadura 3 g, glucosa 1 g, L-lisina 10 g, parpura de
bromocresol (al 1% en NaOH 0,02 N) 2 mL, agar 15 g, agua 1 L, pH 6,5.
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Desaminacion de aminoacidos

A. (ver 3.6.11 Amonificacion)

B. Sembrar con el asa un tubo agar fenilalanina e incubar. Después, cubrir con unas gotas de
cloruro férrico al 10%. Un color verde indica la desaminacién con produccion de &cido
fenilpiravico.

Agar fenilalanina. DL-fenilalanina 2 g, extracto de levadura 3 g, fosfato disddico 1 g, cloruro de
sodio 5 g, agar 15 g, agua 1 L.

Ureasa

Sembrar en el medio de Christensen e incubar. Si el medio adquiere un color rosado a rojo, fue
descompuesta la urea.

Medio de Christensen. Triptona 1 g, cloruro de sodio 5 g, fosfato monopotasico 2 g, glucosa 1
g, rojo de fenol 12 mg, agua 1 L, pH 7. Una vez esterilizado agregar a cada tubo 0,5 mL de una
solucion de urea al 20% en agua estéril.

Reduccion de nitrato (ver 5.4.1) y de sulfato (ver 5.4.3)
Oxidaciéon de amonio y nitrito (ver 5.5.2)

Oxidacion de tiosulfato (ver 5.5.3)

Solubilizacién de fosfato (ver 3.6.12)

Hidrdlisis de celulosa (ver 3.6.1) y almidén (ver 3.6.5)

1.11. ldentificacion genotipica

Con el fin de resolver los problemas inherentes a la identificacion fenotipica
porque no todas las cepas de una misma especie se comportan de igual
manera, se han impuesto los métodos genotipicos para la identificacion
bacteriana como procedimientos alternativos o complementarios (1).

Las células microbianas de las muestras aisladas por filtracion u otra
técnica se lisan y luego se extraen los acidos nucleicos, o bien se tratan
directamente las células presentes en el material ambiental seguida de una
purificacion para eliminar proteinas, acidos humicos y otros compuestos
que podrian interferir en el analisis.

La hibridacion de ADN-ADN fue uno de los primeros meétodos para
dilucidar las interrelaciones entre taxones estrechamente proximos, tales
como especies y cepas (40).

Una sonda es una secuencia relativamente corta de nucleétidos que se
puede wunir o hibridizar, con las secuencias homoélogas de los
microorganismos. Las sondas de oligonucleotidos se emplean para
deteccion de las secuencias especificas que indican la presencia de
determinados organismos. Los elementos genéticos usados para detectar
las poblaciones con una actividad metabodlica especifica en las muestras
ambientales se conocen como bioinformantes (41).

Para la deteccion de microorganismos ambientales también hay meétodos
basados en la amplificacion del material genético. Uno de ellos es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Tiene como principal dificultad
el diseno de los cebadores que permitan la replicacion in vitro de
secuencias definidas del acido nucleico, aumentando la probabilidad de la
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deteccion molecular. Los pasos consisten en: a) la desnaturalizacion del
ADN a alta temperatura para separar las dos cadenas, b) el apareamiento o
hibridacion de los cebadores delimitando la secuencia objetivo, y c) la
polimerizacion del ADN por extension de los cebadores, duplicando la
region de interés con ayuda de una ADN polimerasa termoestable. Cada
ciclo completo duplica la cantidad de ADN producido en el anterior, siendo
necesario realizar al menos 20 a 30 ciclos. La operacion se lleva a cabo
automaticamente en un termociclador. Los fragmentos amplificados se
detectan por electroforesis en gel u otro método. También es posible
cuantificar los productos de la PCR mediante técnicas inmunoenzimaticas
(67).

Sin embargo, en la actualidad casi todas las descripciones de los taxones
estan acompanadas por informacién relevante sobre la secuencia en las
pequenas subunidades del ribosoma, y esta en desarrollo el proyecto
internacional “The all-species living tree” donde el arbol de los dominios
Archaea y Bacteria se construye segun los ARN-r 16S (S = Svedberg,
unidad de sedimentacion por ultracentrifugacion) (40).

La bioinformatica es el uso de las computadoras para procesar, manejar y
comprender una gran cantidad de datos de la informacién biologica o los
obtenidos mediante modelos matematicos que simulan un sistema
biolégico. Es un recurso imprescindible para almacenar, buscar y
comparar las caracteristicas del codigo de los genes (genémica), los
productos de transcripcion de esos genes (transcriptomica), las proteinas
relacionadas a cada gen (proteémica) y sus funciones metabdlicas
asociadas (metabolémica) (10).

Las técnicas basadas en la deteccion del ARN ribosomal, o de los genes que
los codifican, constituyen el principal medio para detectar poblaciones
microbianas en el ambiente natural. La secuencia del ARN-r 16S incluido
en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano (en los hongos, el ARN-r 18S
es la molécula equivalente) presenta aproximadamente 1.500 nucleétidos.
Este tamafo proporciona suficiente polimorfismo interespecifico para
diferenciar y establecer medidas estadisticas validas. La secuencia obtenida
se compara con las depositadas en bases de datos on-line, tal como
GenBank NCBI. Las bacterias con una similitud en el ADN mayor que 70%
tienen una identidad en la secuencia de los ARN-r 16S superior a 97%.

Las técnicas para estudiar y caracterizar del conjunto de proteinas
expresadas por un genoma se basan en la electroforesis bidimensional en
gel o la cromatografia en fase liquida para la separacion de las mismas,
cuya identificacion se hace por espectrometria de masas. Esta ultima
permite la medicion de iones separandolos por la relacion masa/carga. El
espectro de masas, o huella de una molécula, es una representacion grafica
de los fragmentos obtenidos frente a su abundancia relativa. La
espectroscopia de masas MALDI-TOF se llama asi por sus siglas en inglés,
matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight, y se aplica a la
identificacién bacteriana en base al perfil de las proteinas ribosomicas S y
L (2000 a 20000 Da) (36).

La metabolomica consiste en estrategias para identificar cuantitativamente
metabolitos celulares y comprender cémo el desplazamiento de estos
mensajeros bioquimicos a través de red metabolica influye en el fenotipo.
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La biosintesis o la degradacion de un uUnico metabolito puede implicar
varos genes, y el metabolito mismo puede impactar sobre otros (10).

1.12. Virus

Un virus es un programa genético que obliga a la célula hospedante a
reproducirlo. Esta compuesto de un acido nucleico y una cubierta
proteinica conocida como capside, a veces envuelto por una membrana
lipidica asociada a proteinas especificas. La forma extracelular de un virus
es metabolicamente inerte y no cumple funciones energéticas ni de
biosintesis, pero suelen contener enzimas que intervienen en el proceso de
invasion. También pueden llevar su propia polimerasa que transcribe el
acido nucleico viral en un ARN mensajero.

La capside proteica que rodea al acido nucleico, esta formada por
subunidades estructurales llamadas capsomeros. Se observan dos tipos de
simetria: helicoidal e icosahédrica, que corresponden a las formas
primarias de varilla y esfera (2).

Se agrupa a los virus por el tipo de material genético. Algunos tienen una
molécula de ARN monocatenario cadena "mas", compuesta por varios miles
de subunidades nucleotidicas, que puede ser leido directamente por el
ribosoma (aparato de traduccion del hospedante) como si fuera un ARN
mensajero propio, tal es el caso del virus del mosaico del tabaco y el
poliovirus.

Otros virus, como los de la rabia y la gripe, cifran sus mensajes en cadenas
"menos" de ARN, las que en el interior de la célula deben transcribirse a
cadenas complementarias de tipo "mas". Los retrovirus, como el de la
inmunodeficiencia humana, constituyen un grupo con ARN monocatenario
y cuando infectan a una célula transforman la cadena de ARN virico en
ADN intermediario, debido a que poseen la enzima retrotranscriptasa.

El ADN del bacteriofago M13 es monocatenario y el del fago Mu
bicatenario. Los enterovirus con ARN bicatenario y los herpesvirus con
ADN bicatenario, son patogenos humanos (42).

Los viroides son los virus mas

e sencillos, pues soOlo tienen

;M cadenas cortas de  ARN

e monocatenario circular, sin

rabdovh'u‘f] bacteriofago Mu ) capside, que dependen totalmente
ARN ss (= ADN ds (&) herpesvirus .

e AN ( ADN ds (&) de las enzimas del hospedante.

fago M13 con envoltura Producen enfermedades

@ ADN ss ) especificas de las plantas (43).
poliovirus [ \>,/ \\>
ARN (#) KRL/J Figura 1.16. Tipos de acidos nucleicos
; - - ; i —— virales (2, 42)
i - gripe retrovirus enterovirus
mosaico del tabaco ARN ss |- ARN ss [+} ARN ds [:I:} . .
ARN ss (+) con envoltura Un fago es un virus que infecta a
- ———————— 1 las Dbacterias inyectando la
1 micrémetro molécula de acido nucleico.

Muchos fagos son virulentos pero
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otros son moderados pues, si bien son capaces de matar a la bacteria,
tienen un ciclo de vida diferente y pueden entrar en un estado latente
donde el genoma virico es replicado sincréonicamente con del cromosoma

ciclo de division de una
bacteria lisogénica

insercion | .-

escision

del hospedante (2).
Figura 1.17. Ciclo de un bacteriofago (13)

El fago lambda tiene ADN bicatenario lineal
cuyos extremos se unen una vez dentro de
la bacteria y los genes dispuestos sobre ese
anillo dirigen la sintesis de las proteinas
viricas, valiéndose de la maquinaria
metabolica bacteriana. Parte de las
proteinas del virus son enzimas implicadas
en la replicacion del acido nucleico del fago,
tarea que realizan en conjuncion con

enzimas de la propia bacteria. El virus se reproduce dirigiendo la formacion
de nuevas moléculas del ADN y las proteinas de la capside. Los nuevos
ADN se introducen en las capsides recién formadas y el hospedante acaba

lisandose (44).

Por otra parte, el fago puede insertarse en el ADN de la bacteria
hospedante. En el estado integrado no se expresa la informacion contenida
en el el ADN del fago y éste es replicado junto con el ADN bacteriano,
pasando de célula en célula por herencia (profago). La excision devuelve la

virulencia al fago (13).

Aislamiento de bacteriéfagos

Preparar una placa de agar nutritivo y dejar a 37°C durante 18 hs. Tomar un tubo con 3 mL de
agar blando estéril fundido y a 45°C, e inocular 0,2 mL de un cultivo de Escherichia coli de 15 a
18 hs en caldo nutritivo. Mezclar en agitador vortex y extender sobre toda la placa con una
varilla de vidrio en L, previamente mojada en alcohol y encendida. Secar la superficie, sin la
tapa, en estufa a 37°C durante 30-60 minutos. Filtrar agua de acequia, arroyo o rio, a través de
una membrana estéril con poros de 0,2 um. Depositar cuatro gotas del filtrado en sendos
sectores de la placa. Dejar que se absorba el liquido e incubar a 37°C durante 24 horas.
Observar las zonas de lisis causadas por los bacteriéfagos en el cultivo bacteriano (46).

Caldo nutritivo. Peptona 10 g, extracto de carne 10 g, NaCl 5 g, agua 1 L. Agregar 15 de agar
para obtener el agar nutritivo y 8 g para el agar blando (17).

24

hace cargo de

Figura 1.18. Bacteriofago T4 (2)

La reproduccion de un bacteri6fago virulento, como el T4,
comienza con la adhesion de las fibras de la cola del virus a la
pared celular. La vaina de la cola se contrae introduciendo el
tubo en la célula e inyectando su ADN como si fuera una jeringa.
Si se fijan demasiados virus a la bacteria puede ocurrir una lisis
prematura. Inmediatamente después de la inyeccion, el virus se
la maquinaria metabodlica del hospedante
haciéndola fabricar proteinas y acidos nucleicos viricos. Sigue
con el ensamblaje de las nuevas particulas del fago y su
liberacion al estallar la célula hospedante. El ciclo litico toma
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alrededor de 25 minutos y mas de 100 nuevos virus pueden ser liberados
de la bacteria infectada (2).

Los virus bacterianos son faciles de aislar y cultivar sobre las poblaciones
de bacterias en crecimiento activo, produciendo el aclaramiento en los
medios liquidos o la formacién de peladuras en los gelificados, debido a la
lisis de las células (13). Son usados para la deteccion de polucion
microbiana especifica del ambiente (1).

Los priones no son virus, sino agentes proteicos que provocan
enfermedades del sistema nervioso en animales (45).

1.13. Célula microbiana eucariotica

Una célula eucariética contiene organulos definidos por membranas, que
cumplen funciones esenciales tales como la produccion de energia en las
mitocondrias de los organismos aerobicos y los hidrogenosomas de los
hongos y protozoos anaerébicos, la sintesis de proteinas en los ribosomas
adheridos al reticulo endoplasmico, la sintesis y el almacenamiento de
glicoproteinas en el aparato de Golgi, la fotosintesis en los cloroplastos de
las algas (2).

Los cromosomas eucarioticos estan asociados a una clase de proteinas
basicas llamadas histonas, y experimentan movimientos en el momento de
la division celular. Como en los procariotas, la informacioén contenida en el
ADN es transportada por los ARN mensajeros del nucleo hacia el
citoplasma, donde esta informacion es descodificada y da lugar a la sintesis
de las proteinas en los ribosomas (13).

Toda proteina destinada a la ruta secretora tiene una secuencia terminal (o
senal péptido) que es distinguida por una particula reconocedora, la que
forma un complejo con el ribosoma en la membrana del reticulo
endoplasmico. Apenas formada la proteina comienza su traslado y llega al
lumen del reticulo endoplasmico donde una endoproteasa especifica quita
la senal, entonces tiene lugar el ensamblaje (plegado y formacion de
puentes disulfuro) y la N-glicosilacion. Después deja el reticulo
endoplasmico en una vesicula y es transportada al aparato de Golgi donde
ocurren ulteriores modificaciones. De alli salen estas proteinas, otra vez en
vesiculas, hacia sus diversos destinos: la membrana citoplasmatica
(secrecion), los lisosomas (digestion de moléculas) u otro (47).

La mayor parte de la energia obtenida por la oxidacion de glucosa y acidos
grasos es transformada en energia quimica utilizable por la célula mediante
la sintesis del ATP cuyas reacciones ocurren en las mitocondrias. Estas
tienen dos membranas y la interna esta invaginada en crestas. Los pliegues
contienen los componentes de la cadena de transporte de electrones y la
ATP-sintasa. También un pequeno numero de proteinas es sintetizado en
los ribosomas de la matriz mitocondrial, la que posee su propio ADN pues
estos organulos estan dotados de la capacidad de multiplicarse (48).

Todas las estructuras se desplazan por el citoplasma a lo largo de los
microtubulos, que son polimeros de tubulina nucleados por el centrosoma
(49). La organizacion de los microtibulos en flagelos y cilias, permite a
algunos eucariotas unicelulares nadar en el medio en que se encuentran
(50).
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testaceo

1.14. Protozoos

~

flagelos

Trichomonas

Los protozoos constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos
eucarioticos y unicelulares. Se encuentran en ambientes huimedos, muchos
viven en el suelo y el agua, algunos forman parte de la microbiota normal
de los animales y unos pocos son parasitos.

El ciclo de vida comprende dos fases: una de actividad, durante la cual se
desplazan, nutren y reproducen; otra de reposo o enquistamiento. Los
quistes pueden sobrevivir a condiciones extremas tales como exposicion a
temperaturas elevadas y productos quimicos, o largos periodos sin acceso
al alimento, agua u oxigeno.

Se los suele agrupar en: a) rizopodos que se desplazan por pseudopodos
(amebas, testaceos, foraminiferos, heliozoos y radiolarios); b) flagelados con
uno o mas flagelos, algunos fototroficos; c) ciliados dotados de cilias y dos
nucleos (macro y micronucleo); y d) esporozoos parasitos intracelulares (2).

Los arqueozoos son protozoos anaerObicos parasitos que carecen de
mitocondrias y poseen hidrogenosomas |[ver 5.3.9], como los ciliados
anaerodbicos del rumen y el intestino de las termitas (51).

En su mayoria son organismos aerobicos heterotroficos, osmotroficos o
fagotroficos que se alimentan con detritos, bacterias, levaduras, algas u
otros protozoos. Carecen de pared celular y la membrana citoplasmatica
contiene esteroles. En los flagelados y ciliados, el limite con el entorno es
una membrana elastica y gruesa llamada pelicula. La mayoria de los
ciliados tienen un citostoma, estructura especializada para captar el
alimento.

Las amebas que tienen so6lo la membrana citoplasmatica, encierran a las
particulas alimenticias rodeandolas con los pseudopodos y en su
citoplasma se distingue una zona externa (ectoplasma) homogénea,
contractil, y una zona interna (endoplasma) mas fluida y heterogénea que
contiene la mayor parte de los organulos.

Las amebas testaceas y foraminiferos estan recubiertos por unas placas de
carbonato de calcio o silicatos diversos, adheridas a la célula en algunos
puntos. Los radiolarios y
heliozoos tienen un
esqueleto siliceo.

Giardi Paramoeba
Hardia Gyrodinium

Figura 1.19. Protozoos
flagelados, rizopodos y ciliados
(51)

Las vacuolas contractiles o
de regulacion hidrica poseen
movimientos de turgencia y
i) expulsion y son visibles en
o\ Arcella > N i algunos protozoos. Las cilias
: ) y los flagelos nacen de un
granulo o cuerpo basal
inmerso en el citoplasma, y

foraminifero estan constituidos por

Pleuronema
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fibrillas longitudinales dispuestas en pares, uno central y nueve periféricos.
Hay ciliados con hileras de cilias sobre toda el area celular mientras otros
que viven adheridos a superficies sé6lidas solo presentan cilias alrededor de
la depresiéon bucal (52).

Los dinoflagelados tienen flagelos que emergen de un punto comun de la
célula y algunos poseen paredes celulares prominentes formadas por
placas que suelen tener celulosa. Algunos producen toxinas extracelulares
o las liberan por descomposicion bacteriana de las ‘floraciones’ en el mar,
tal el caso de Gymnodinium y Gonyaulax. Las neurotoxinas son
concentradas dentro de los moluscos que se alimentan por filtracion
(almejas, mejillones, ostras) y producen, cuando son ingeridos, un
envenenamiento paralizante en mamiferos (53).

Preparado en fresco

. , . /"l ’o‘&
Para apreciar las células eucaridticas en agua estancada o
suspensidn de suelo, se coloca una gota entre porta y
cubreobjetos y se observa primero con el objetivo 10x y

luego con el 40x (18).

Los mixomicetos, también llamados ‘hongos mucosos’, son protozoos
fagotroficos que forman un plasmodio y luego un cuerpo fructifero de hasta
diez milimetros con colores destacados, sobre troncos y hojas en
descomposicion o postes viejos. Son organismos de vida libre que habitan
el mantillo y el suelo.

La asociacion celular los mixomicetos se debe a la interaccion entre las
proteinas unidas a carbohidratos de una célula y los receptores de
oligosacaridos especificos de otra. De este modo, la diferenciacion desde
una forma somatica unicelular hasta la forma cohesiva, o agregada, va
acompanada de la aparicion de lectinas y glicoproteinas especificas en la
superficie celular.

Las esporas liberadas de los cuerpos fructiferos de los mixomicetos
germinan sobre una superficie humeda y producen mixamebas o
mixoflagelados que nadan. Estos se alimentan de los nutrientes liquidos o
por fagocitosis de bacterias, levaduras,
esporas fuangicas u otros. Luego, si lo
poseen, pierden su flagelo y entran en un
estado ameboide. Estas células son
mononucleadas y suelen conjugarse para
dar mixozigotos.

Figura 1.20. Estructuras de un mixomiceto (54)

Las amebas diploides se fusionan formando
una estructura multinucleada conocida
como plasmodio. Después, este ultimo da
origen al cuerpo fructifero o esporangio con
numerosos esporas haploides (54).

mixoflagelados

MIXOSpOras
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Otros protozoos fagotroficos, tal como Dictyostelium y Acrasis, tienen
estados ameboidales que bajo condiciones apropiadas se reunen en un
pseudoplasmodio y luego éste se diferencia formando un esporangio.

Plasmodiophora, cuyas especies son parasitas de plantas, algas marinas y
hongos, forma un plasmodio por sucesivas divisiones mitéticas dentro de la
ameba (55).

1.15. Algas

Las algas son organismos fototréficos eucarioticos, uni o pluricelulares que
se encuentran divididos entre varios reinos. Los dinoflagelados y
euglenoides se encuentran en Protozoa, las heterocontas y haptofitas
integran el reino Chromista y otras, como cloréfitas y rodofitas, forman
parte del reino Plantae (12).

Muchas especies existen como organismos aislados moviles. Algunas
forman colonias de células

Cryptomonas Chrysochromulina ‘ idénticas, inmoviles, embebidas en

una matriz gelatinosa. Pero en otras
agrupaciones, hay diferentes clases
de células especializadas. Las algas
pluricelulares son filamentosas,
algunas suelen ser muy grandes
con una morfologia compleja.

Figura 1.21. Esquema de algunas algas
(56)

Los cloroplastos contienen clorofila
a y pigmentos accesorios para llevar
a cabo una fotosintesis oxigénica, y
por lo comun tienen pirenoides que actian como centros de formacion de
almidon. Los colores de las algas dependen de los pigmentos que poseen,
asi las cloroficeas son de color verde, las rodoficeas rojo, las feoficeas pardo
y las xantoficeas verde amarillento.

Tribonema

En la mayoria de los grupos de algas las células reproductoras son
flageladas, pero en algunos lo son solamente las gametas masculinas y en
unos pocos ambas gametas son inmoéviles. En la reproduccién asexual la
célula madre sufre una fisién longitudinal y las células hijas se alejan, pero
en las algas coloniales las nuevas células siguen dentro de la matriz
gelatinosa que las rodea. Las algas pluricelulares suelen multiplicarse por
formacion de zoosporas o por division transversal de las células de los
filamentos (56).

Las diatomeas son unicelulares, coloniales o filamentosas. Se encuentran
en una amplia variedad de formas y poseen paredes duras,
microperforadas, que contienen silice. La tierra de diatomeas esta formada
por estas cubiertas fosiles.

Las algas son utilizadas como alimento en algunas partes del mundo y en
general contienen cantidades apreciables de vitaminas. Las algas rojas
proporcionan carragina y agar, y las pardas alginatos. Estos polisacaridos
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son utilizados como agentes espesantes y gelificantes. El agar es el agente
gelificante de eleccion para los medios de cultivo microbiologicos, pues lo
hidrolizan muy pocos organismos (2).

Las algas del suelo viven en la proximidad inmediata a la superficie o sobre
la misma. Predominan las diatomeas, cloroficeas y xantoficeas ubicuas. La
humedad 6ptima es del 40 al 60% de la capacidad de retencién del agua
por el suelo. Las algas libres o liquenizadas constituyen el estado inicial de
la vegetacion en rocas y suelos minerales infértiles (3).

1.16. Hongos

Los hongos son  organismos

heterotroficos, osmotroficos, con
quitina o quitosano en su pared
celular, que estan agrupados en el
reino Fungi de acuerdo sus
interrelaciones morfo-fisiologicas y
moleculares. La mayoria son
filamentosos pero muchos crecen

septos
// { como levaduras unicelulares.

i/

Al

plecténquima

>

blastosporas
R o=

O SR S i D

[
o

Figura 1.22. Micelio y esporas
somaticas (57)

Tienen un nucleo verdadero, carecen
& » ~~ de pigmentos fotosintéticos, las
ﬂ ostates clamidospora membranas celulares contienen

intercalar  ergosterol y la pared es una red
tridimensional de  polisacaridos,

glucoproteinas, proteinas y otros componentes.

Los oomicetos han sido reubicados en el reino Chromista que comparten
con las algas, pues forman zoosporas biflageladas y las paredes contienen
B-glucanos y celulosa (10).

La pared celular del micelio de los hongos filamentosos (mohos) se asemeja
a un extenso sistema tubular por donde el citoplasma avanza protegido
para su dispersion, y busqueda y transporte de los nutrientes. Los
filamentos reciben el nombre de hifas y algunos grupos de hongos tienen
septos perforados que separan secciones generalmente multinucleadas,
pero otros carecen de ellos. Las hifas se extienden y ramifican como una
red dentro del sustrato y sobre los medios de cultivo agarizados se
expanden radialmente.

Diferentes regiones interconectadas del micelio pueden crecer, ramificarse,
fusionarse, esporular, envejecer, morir, y mostrar una variedad de
actividades fisiologicas a diferentes tiempos o simultaneamente,
dependiendo de las condiciones microambientales.

Los esclerocios son estructuras de resistencia constituidas por un
pseudotejido llamado plecténquima, mientras que las clamidosporas son
células de resistencia que se presentan en el interior o el extremo de las
hifas (57).
29
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Figura 1.23.
Esporangio,
conidiéforos y
conidiomas (55)

Ciertos hongos superiores cuando crecen en un ambiente donde los
nutrientes estan distribuidos heterogéneamente, suelen formar cordones de
micelio (rizomorfas) que exploran, conectan y transfieren agua y nutrientes
entre diferentes sectores. En estos cordones las hifas periféricas estan
compactadas y, con frecuencia, oscurecidas por la presencia de melanina.

Los mohos se reproducen asexualmente en la mayoria de los casos. Los
hongos asexuales (anamorfos o imperfectos) generan varias clases de
esporas por mitosis del nucleo celular (mitosporas), que tienen diversa
forma y son mono o pluricelulares.

La morfologia de las estructuras que originan las esporas es muy variable.
Las esporas pueden estar encerradas dentro la membrana de un
esporangio (esporangiosporas) o ser externas (conidios), y al madurar son
esparcidas por el viento o transportadas por los insectos.

El color de la mayoria de los mohos se debe a sus esporas asexuales. Estas
se desarrollan en el extremo superior de las estructuras especializadas que
se extienden en el aire a partir del micelio somatico, llamadas esporéforos.
A veces estos esporoforos estan agrupados en conidiomas (acérvula,
coremio, esporodoquio, picnidio).

Observacion de los mohos

Suspender el material en agua, liquido de montar, lactofenol o azul de algodén. Con ayuda de
dos agujas separar los filamentos. Colocar un cubreobjetos.

Lactofenol: disolver 20 g de fenol en 20 mL de agua, agregar 20 mL de acido lactico y 40 mL de

glicerol.

Azul de algodon: disolver 0,1 g de colorante en 100 mL de &cido lactico, o de lactofenol.
Liquido de montar: mezclar 50 mL de acetato de potasio al 2%, con 20 mL de glicerina 'y 30 mL
de etanol 96° (10).
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meiosis = =

Las esporas sexuales (meiosporas)
se observan en los hongos
teleomorficos. Durante la meiosis,
el nimero de cromosomas se divide
por la mitad y estas esporas
contienen sé6lo un cromosoma de
cada par homologo. La condicion
diploide se restablece cuando las

£ iliacion. [ : dos estructuras haploides se unen
crifizacion- - y en algunos hongos es fugaz. Los

tubo de fertilizacion () oosfera (Q) mohos a los que no se les conoce
) . f:iclo sexual, se cor}sideran hongos

ahe Pl -meiosis imperfectos o anamoérficos (58).
- oospora Se puede identificar a la gran
anteridio () 00goniq () mayoria de los hongos por las
\ caracteristicas morfologicas,
somaticas y reproductoras. Los

micelio

=2 N\

llamados hongos dimorficos pueden
adoptar las formas unicelular o
hifal segin las circunstancias

quiste secundario esporangio
ambientales, generalmente como
levaduras en los animales que
parasitan y filamentosos en los
cultivos (55).
7OOSpOf21 secundaria ZOOospora pnmana

=

\ / Q\\ Figura 1.24. Ciclo de un oomiceto (58)

quiste pmmamo
1.16.1. Oomicetos

Los oomicetos forman zoosporas
biﬂageladas y la pared contiene B-glucanos y celulosa. En la reproduccion
sexuada producen oosporas, tal es el caso de Saprolegnia. Muchos son
saprobios del suelo y actian como descomponedores. También se
encuentran en agua dulce asi como en aguas residuales. Otras especies
son parasitas de algas, peces, insectos o plantas, como ocurre con
Phytophthora.

1.16.2. Quitridiomicetos

Los quitridiomicetos son hongos verdaderos unicelulares o con un micelio
reducido, con rizoides para la adhesion a la fuente de nutrientes, cuya
pared contiene glucanos y quitina. Poseen zoosporas y gametas
monoflageladas. Unas pocas especies anaerobicas tienen células
poliflageladas (57).

1.16.3. Zigomicetos

Los zigomicetos son hongos saprobios comunes en el suelo. Algunas
especies estan asociadas al estiércol, como Phycomyces, y otras son
parasitas de insectos, entre las que se encuentra Entomophthora. Tienen
un micelio sin septos, con quitina, quitosano y acido poligalacturoénico en
la pared. Las especies teleomorficas producen zigosporas, como en el caso
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Chytriomyces

\plasmogamia : HAPLOFASE

de Mucor, a veces visibles a ojo desnudo. Los géneros asociados
simbidticamente con plantas formando micorrizas arbusculares (Glomus,
Acaulospora, etc) se ubican en el ‘phylum’ de los glomeromicetos (10).

z1gospora cariogamia
: meiosis
\germinacién
plasmogamia

gametangios esporangio

O quiste v SN O%O
/ [ S germinacion -

micelio /
0 U

= _rizomicelio

DIPLOFASE

Q esporangios

germinacion

: 4 .. esporangio
cigoto de reposo esporas
C
Q00

Figura 1.25. Ciclos de un quitridiomiceto
(izquierda) y un zigomiceto (derecha) (59)
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1.16.4. Ascomicetos

Los ascomicetos forman sus esporas
sexuales dentro ascas, generalmente
contenidas en un cuerpo fructifero
complejo llamado ascoma que es un
cuerpo cerrado (cleistotecio) o con forma
de pera (peritecio) y wuna pequena
abertura (ostiolo), o con forma de copa
(apotecio). Algunos ascomas, como los de
Peziza o Tuber, son macroscopicos.

Figura 1.26. Ascomas (59)

Los ascomicetos filamentosos son mohos saprobios comunes del suelo,
como en el caso de Chaetomium y Neurospora, o estan asociados con
estiércol (Ascobolus) o forman ectomicorrizas (Tuber) o son patogenos de las
plantas (Sphaerotheca). Muchas especies saprobias o parasitos
comunmente solo se presentan en el estado anamorfico, como es el caso de
los mohos que producen micotoxinas Aspergillus, Fusariumy Penicillium.
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Microconidios

Entre los macromicetos se
encuentran Peziza, Morchella y
Cyttaria que forman apotecios,
Xylaria que presenta peritecios
inmersos en un estroma, y las
verdaderas trufas hipogeas
(Tuben) (59).

Figura 1.27. Ciclo de un ascomiceto
(Neurospora) (60)

Los ascomicetos también
incluyen las levaduras cuya
célula diploide sufre meiosis y
forma las ascosporas haploides
dentro del asca libre, como es el
caso de Saccharomyces cerevisiae

R 2, empleada para la fabricacion del

@ P pan y la fermentacion alcohoélica.

% tipo sexual A Ml(‘eho 4\

@ Foe _9_2.,9_0.3 Pmto —=

L\ peritecio

T Nt Y e
Asca tipo tipo sexual A (o) |
madu&

Desarrol lo del asca

Peritecio ﬂ

Cultivo de mohos comunes

Hacer repiques de un cultivo puro en tres puntos equidistantes de cada placa con los medios:
de cultivo e incubar a 25°C durante 7 dias o mas, excepto el cultivo en agar papa sacarosa que
se incuba a la temperatura ambiente con luz solar indirecta. Ademas repicar en estrias sobre
dos tubos de agar malta e incubar uno a 5°C y el otro a 37°C.

Observar y registrar el aspecto macromorfolégico de las colonias. Hacer preparaciones en
fresco. Si es necesario prolongar la incubacion (61).

Para la identificacion consultar las claves en Pitt & Hocking “Fungi and Food Spoilage”, Barnett
& Hunter “llustrated genera of imperfect fungi”, Ellis “Dematiaceous Hyphomycetes”, u otros.

Agar malta. Extracto de malta 20 g, peptona 1 g, glucosa 20 g, agar 20 g, agua destilada 1 litro.

Solucién concentrada de Czapeck. Nitrato de sodio 30 g, cloruro de potasio 5 g, sulfato de
magnesio 5 g, sulfato ferroso 0, | g, agua destilada 100 mL.

Agar Czapeck. Fosfato dipotasico 1 g, solucidon de Czapeck 10 mL, extracto de levadura 5 g,
sacarosa 30 g, agar 15 g, agua destilada 1 litro.

Agar Czapeck glicerol. Contiene los solidos del anterior disueltos en una mezcla de 250 mL de
glicerol y 750 mL de agua destilada.

Agar papa sacarosa. Hervir 200 g de papa rallada en 1 L de agua, durante media hora, y
completar el volumen a un litro, afiadir 10 g de sacarosa y 15 g de agar.
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Figura 1.28. Ciclo de levadura Saccharomyces (59)

una célula madre da lugar a diversas células
hijas por la formacion repetida de yemas en
@ la superficie, pero en unas pocas levaduras
Y’ ocurre por escision celular luego de la

QOfﬂ\‘\ En la multiplicacion asexual, generalmente

duplicacion del nucleo. Las caracteristicas

p

fisiologicas son tan o mas importantes que
las morfologicas, para la identificacion de las
levaduras (62).

Microcultivo

Colocar sobre un portaobjetos,
previamente flameado y enfriado,
un trozo de medio gelificado de 1
cm de lado y 2 mm de espesor,
tomado de una placa estéril.
Sembrar el hongo en los bordes
del trozo de agar. Colocar un
cubreobjetos, también flameado y
enfriado. Incubar a temperatura
ambiente en una camara humeda.
Después observar los micro-
cultivos con el objetivo 4x y una
vez enfocado pasar al objetivo 10x
para apreciar la  morfologia

portaobjetos
—medio con agar

inéculo

tapa

engrasada
papel absorbente
l mojado

varilla de vidrio

Figura 8

inalterada de las estructuras fangicas (63).

Medida de los
microorganismos

Se usa un ocular autoenfocable
con wuna escala arbitraria
dividida en cien pequefias
partes iguales, a veces
numeradas, la que debe
calibrarse con la escala
grabada en un portaobjetos
llamado micrométrico que tiene
1 mm de largo y cien divisiones
de diez micrémetros cada una.

Enfocar al portaobjetos y mover
éste de modo que su escala
guede paralela a la del ocular.

Observar cual niumero de las
pequefias divisiones de 10 um
grabadas en el portaobjetos
coincide con un nimero entero
de las contenidas en el ocular.

Calcular el valor, en

@) —>

ol

micrémetros, correspondiente a una division pequefia de la escala del ocular .

Calibrar la escala del ocular para cada aumento del microscopio. Tener en cuenta que las rayas
del ocular siempre tendran el mismo espesor mientras que las del portaobjetos iran
engrosandose al cambiar los objetivos (17).
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1.16.5. Basidiomicetos

Su tamano es variable, desde

Basidiospora Micelio monocaridtico levaduras hasta enormes hongos

Beperulacien ® — o e . < ® ) en repisa. Desarrollan sus
Germninacidn I .

A esporas sexuales en el exterior de

: . 1 .
= e ! & f" los basidios que comiinmente se
\% 7 hallan en un cuerpo fructifero
% X & / denominado  basidioma. Los
= = -l P
B I S macroscopicos \{ul.garmente. son
o llamados setas si tienen pedicelo,
@ )Basidio .. .
bejines si son redondos, o de

Fuzidn acuerdo a la forma que
nuclear A1B1 AZBZ presentan.

¥ Figura 1.29. Ciclo de un
basidiomiceto (Coprinus) (64)

N
b o

Apareamiento de
(o] ®| micelios monocaridticos

Cuerpo

La estructura reproductora es
fructifero

conspicua, pero el micelio

parenteral esta inmerso en el

knz sustrato. Las esporas se forman

Temperatura .

bajo el sombrero de las setas,

ﬂmszmgmﬂwce'h dicaristico sobre laminillas o poros, en el

R a reverso de los hongos en estante,

T . i o« ) o dentro de los bejines. Incluyen

especies micorrizantes, saprobias

comestibles, fitopatogenas (royas, carbones) y otras que crecen sobre
mantillo, ‘compost’, estiércol o suelo.

El tipo mas comun de cuerpo fructifero es el de los agaricos (Agaricus,
Amanita, Coprinus, Macrolepiota, Volvariella) y boletos (Boletus, Suillus) que
tienen el himenio sobre laminillas y poros respectivamente, ubicados por el
envés del pileo, el que
descansa sobre un pedicelo.

~ .\
é Figura 1. 30. Basidiomas (65)
@ &\“ Sobre los troncos crecen unos
Volvariella

hongos con forma de oreja
(Auricularia), de embudo
(Cymatoderma) u otros en
estante con el himenio sobre
poros (Polyporus, Trametes) o
laminillas (Pleurotus). En el
suelo, proximos a los arboles
con los que estan asociados se
encuentran los bejines
(Lycoperdon, Rhizopogon) que
se abren una vez maduras las
esporas. Los cuernos
hediondos tienen un apice

Agaricus
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mucilaginoso que atrae a los insectos.

Este grupo también comprende a los
carbones y las royas, organismos de
interés agronomico por ser parasitos
vegetales. Solo un numero reducido
de levaduras pertenecen a los
basidiomicetos, tal como Rhodotorula
y Cryptococcus (57).

Figura 1. 31. Ciclo del carbon Ustilago (64)

1.16.6. Ciclo sexual

Si un micelio posee un sistema de
compatibilidad que evita la
conjugacion entre gametas idénticas
sera autoestéril y cuando dos micelios
diferentes completan la union, se

diploides habla de heterotalismo. La alternativa
= es el homotalismo, cuando nada
Micelio dicariotico . . L.
impide a un solo micelio llevar a cabo
la conjugacion. Otros sistemas regulan el proceso sexual de tal manera que
la meiosis ocurre si los dos micelios llevan factores de cruzamiento
diferentes.
En varios zigomicetos hay dos factores de cruzamiento (+ y -) los cuales son
determinados por dos alelos en un solo locus. Estos alelos se agregan en la
forma mendeliana tipica, siendo la mitad de los productos meiéticos (+) y la
otra mitad (-). En los oomicetos hay a menudo un sistema de apareamiento
similar basado en un locus y los factores de cruzamiento se denominan (+)
y (-) o (A1) y (A2), segun las especies. En los ascomicetos se observa con
frecuencia dos factores de
¢ e 1% e 9 . . cruzamiento designados (A) y (a) en
U/ Independiente del tipo sexual h 1 d
e Fusién de hifas mohos o (o) y (a) en levaduras.
T e e o o = .
T T T Control por gen B En los basm!lomlcetos se
. r T Migracién nuclear encuentran sistemas de
% e—2, o & o) . = g e i .
: L i Disolucién del septo compatibilidad mas complejos en
p— —~ e — los que, a menudo, hay dos ‘loci’ (A)

e—» O
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Control por gen A

Divisiéon nuclear
coordinada

Control por gen B

/F Fusion de la fibula
® O ce
T )
Control por genes Ay B
KF\ /F Mantenimiento del
eo0 P oe £ eo ) micelio dicariético

Apareamiento nuclear
Formacion de la fibula

Septacion de la fibula

y (B) que presentan cada uno ya

sea dos alelos (compatibilidad
tetrapolar) o alelos maultiples
(compatibilidad multipolar).

Cualquiera que sea el caso, el éxito
del apareamiento depende de los
diferentes alelos en cada ‘locus’, asi
se tiene que (A:Bi) se apareara con
(A2B2) pero no con (A1B2) o (A2B1).

Figura 1.32. Rol de los genes Ay B en
Coprinus (64)
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El ciclo parasexual observado en algunos hongos comprende: 1)
anastomosis de hifas somaticas adyacentes; 2) fusion de los nucleos
diferentes para formar diplontes somaticos; 3) recombinaciéon somatica
(‘crossing-over’ mitotico); 4) reduccion no meiotica de los ntucleos alterados,
mediante la pérdida de cromosomas, para restablecer la condicion haploide
(67).

Obtencion del micelio

Cocer 1 kg de grano de trigo u otro cereal en 1,5 L agua durante unos veinte minutos, escurrir y
mezclar con 3,5 g de carbonato de calcio y 13 g de yeso. Luego llenar frascos de boca ancha y
esterilizar autoclave.

Sembrar con un cultivo puro del hongo e incubar a 25°C hasta que todos los granos hayan sido
invadidos por el hongo. Para mantener los granos separados se debe agitar los frascos con
frecuencia. Luego mantenerlos en el refrigerador a 4°C, pero no mas de un mes (66).

Para obtener el cultivo puro desinfectar a la llama la superficie del basidioma o ascoma y del
interior tomar un trozo en condiciones de asepsia, depositarlo sobre agar malta y incubar a
25°C.

1.16.7. Produccion de macromicetos

La produccion de setas comestibles en Latinoamérica se reduce
practicamente al cultivo de las especies Agaricus bisporus y sus variedades,
Agaricus subrufescens (= A. blazei), Lentinula edodes (shii-take), Pleurotus
ostreatus, y la inoculacion de hongos micorricicos de los géneros Boletus,
Suillus, Lactarius y Rhizopogon (68).

Los hongos silvestres comestibles del pais son especies de Agaricus,
Boletus, Coprinus, Gymnopylus, Lactarius, Lentinula, Lentinus, Macrolepiota,
Morchella, Phlebopus, Pleurotus, Rhizopogon, Stropharia, Suillus, Tricholoma
y Volvariella, la mayoria de los cuales estan asociados a plantaciones
forestales (65). Sin embargo, las especies venenosas representan mas del
10% de la poblacién de macromicetos y facilmente pueden ser confundidas
por un recolector inexperto.

El cultivo de Agaricus comprende los siguientes pasos: provision de un
sustrato conveniente; produccion de un inéculo adecuado; siembra en el
sustrato; induccion de la formacién de basidiomas por el material de
cobertura y la temperatura.

El objetivo del compostado es transformar un substrato no especifico en
uno selectivo y conveniente para la proliferacion de los agaricos. En la
primera fase se produce la termogénesis microbiana alcanzando una
temperatura interna de hasta 70°C. Las condiciones aerdbicas se
mantienen volteando el ‘compost’ a intervalos regulares. Durante la
segunda fase se lo pasteriza matando esporas flingicas, acaros, nematodos
e insectos, y se eliminan los restos de amonio o aminas producidos durante
la primera etapa.

El ‘compost’ provee fuentes adecuadas de carbono (celulosa, hemicelulosa,
acetato) y nitrogeno (proteinas) asi como minerales y vitaminas. Las sales
de potasio, fosforo, magnesio, calcio, hierro y microelementos se
encuentran en la paja, el estiércol y los aditivos. El compostado remueve los
carbohidratos simples que podrian ser usados por los mohos competidores,
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facilitando el desarrollo de los hongos celuloliticos sembrados. Los
compuestos simples, como la urea, presentes en la mezcla inicial son
convertidos a biomasa microbiana. Ademas el hongo necesita acetato y
vitaminas, como biotina y tiamina, que son formados por los
microorganismos durante el compostado.

El micelio del hongo produce metabolitos volatiles que estimulan el
crecimiento de las bacterias de la cobertura Arthrobacter, Bacillus,
Rhizobium y particularmente Pseudomonas putida. Ademas, la capa de
recubrimiento realiza otras funciones como la de soportar el desarrollo de
los cordones miceliales. Los primeros basidiomas se recogen a los 15-25
dias después de colocar la cobertura y el periodo de cosecha es de unas
seis semanas (69).

Los hongos lignivoros Pleurotus, Lentinula (shii-take) y Volvariella requieren
sustratos no compostados. Una vez que el micelio ha desarrollado se
quitan las bolsas, o se las perfora, para permitir la formacion de los
basidiomas a la luz. También se suelen cultivar en troncos de madera
blanda, como alamo y sauce, los que son invadidos en la oscuridad a una
temperatura de 25°C con una humedad alta y se forman los basidiomas

luego de exponer a la luz solar (66).

Cultivo de pleurotos y shii-take

Picar o moler paja de cereales, aserrin de maderas blandas, cascara de mani, bagazo
estacionado o mezcla. Mojar sin que rebose (70-80% de agua) y afadir 3-5% de yeso o0 1-2%
de piedra caliza (pH 6 - 6,5). Pasterizar de modo analogo al empleado para el compuesto de
agaricos.

Mezclar el substrato con 1-4% de granos colonizados por el micelio de Pleurotus ostreatus 6
Lentinula edodes, y llenar bolsas plasticas negras. Colocar las bolsas sobre alambres
separadas unas de otras. Mantener la humedad relativa del local a 90%.

Una vez que el micelio ha cubierto al substrato, quitar o perforar las bolsas con agujeros de
unos 2 cm de didmetro, y exponer a la luz. Ventilar y mantener la temperatura por debajo de
18°C y la humedad por sobre 70% (66).

Compuesto para agaricos

Primera etapa (bajo un tinglado)
Dia 1: Cortar y mojar la paja, hacer pilas y regarlas diariamente.
3: Mezclar con estiércol, regar sin que rebose el agua, acumular.
7: Mezclar bien, regar y apilar.
10: Formar un cumulo, regar a fondo sin que rebose el agua.
14: Mezclar, agregar yeso y regar, amontonar.
17: Mezclar, regar, apilar.
20: Mezclar y regar, hacer un camulo.
22: Observar el compuesto, debe tener un color pardo oscuro uniforme, ser blando, friable, y
no desprender liquido al estrujarlo, sino continuar el proceso unos dias mas.

Segunda etapa (en un ambiente cerrado)

Colocar en cajas, en capas de 15 cm de altura. Apilarlas dejando huecos entre ellas para
permitir el pasaje de los gases. Introducir vapor de agua a 60 - 70°C durante 6 - 10 horas. Dejar
enfriar y ventilar. El producto no debe tener olor a amoniaco.

Componentes: paja humeda 20 partes, estiércol equino o gallinaza (deyecciones de los pollos
mezcladas con aserrin) himedo 20 partes, yeso 1,25 partes (70).
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Cultivo de agaricos

Inocular las cajas con los granos invadidos por micelio de Agaricus bisporus o A. bitorquis,
mantener entre 21 y 25°C. Renovar el aire una o dos veces al dia.

Diez a 12 dias ya colonizado todo el substrato, cubrir con una capa delgada de turba (o suelo)
sin esterilizar mezclada con 1-2% de yeso o piedra caliza (pH 7 - 7,5). Mantener a 18°C y
renovar el aire 2 a 3 veces por hora. Regar con frecuencia mediante un rociador de niebla sin
empapar la cobertura.

Cuando aparecen los primordios bajar la temperatura a 16-18°C para A. bisporus 6 23-25°C en
el caso de A. bitorquis, y mantener la humedad del ambiente por encima del 70% (66).

/@
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1.16.8. Microsporidios

Son organismos parasitos intracelulares obligados de
vertebrados e invertebrados, ademas de unos pocos
\ protozoos, tal el caso de Nosema que parasita abejas.
Fuera de la célula eucariota sobreviven como esporas
infectivas. Se caracterizan por su pequeno tamano,
las paredes gruesas y un tubo plegado que se
desenrolla en el momento de la infeccion atravesando
la membrana de la célula hospedante (71).

espora libre

Figura 1.33. Ciclo de un microsporidio (71)

1.17. Liquenes

Un liquen esta constituido por un hongo (micobionte) junto a una o mas
algas y/o cianobacterias (fotobiontes), viviendo en una relacion simbidtica
como un cuerpo estable. Las especies costrosas estan firmemente
adheridas a las rocas o troncos, los liquenes foliosos tiene aspecto de hojas
adosadas laxamente al sustrato, mientras que los fructicosos estan unidos
por un solo punto a la superficie de los troncos y tienen forma diversa.

Los liquenes se pueden dispersar por varias vias y los fragmentos secos son
llevados por el viento. Algunas especies liberan pequenos acumulos de
algas y micelio fingico, conocidos como soredios.

Otras producen liquenes en miniatura llamados isidios, que se desprenden
y dispersan con facilidad. La mayoria de las especies poseen peritecios o
apotecios desde los cuales se liberan las ascosporas del hongo (72).

Muchos liquenes son sensibles a la polucion urbana y fabril, y sirven para
indicar el grado de contaminacién ambiental (41).

39

Manual de Microbiologia Agricola, 2013



liquen gelatinoso

liquen fructicoso

Figura 1.34. Tipos de liquenes (73)

Referencias

Ivanov V. Environmental Microbiology for Engineers. CRC Press, Boca Raton, FL, 2011
Madigan TM et al. Brock-Biology of Microorganisms. Prentice Hall, Upper Saddle River, NJ, 2003
Fenchel T et al. Bacterial Biogeochemistry. 2° ed. Academic Press, San Diego, 2000
Raibaud P, Ducluzeau R. Mundo Cientifico 34: 292, 1984

Potera C. Science 273: 1795, 1996

Stanier R.Y. et al. Microbiologia. 4° ed. Reverté, Barcelona, 1984

Phaff H.J. Investigacion y Ciencia 62: 22, 1981

Duve C. Investigacion y Ciencia 237: 18, 1996

Doolittle WF. Investigacion y Ciencia 283: 26, 2000

10. Moore D et al. 21 st Century Guidebook to Fungi. Cambridge University Press, 2011
11. Woese C.R. Investigacion y Ciencia 59: 48, 1981

12. Cavalier-Smith T. Proceedings of the Royal Society B 271: 1251, 2004.

13. Schlegel H.G. General microbiology. Cambridge University Press, 1993

14. Bradshaw LJ. Microbiologia de Laboratorio. El Manual Moderno, Mexico, 1973

15. Bretscher M.S. Investigacion y Ciencia 111: 66, 1985

16. Ofek I, Sharon N. Mundo Cientifico 25: 564, 1983

17. Umbreit WW. Modern Microbiology. WH Freeman & Co., San Francisco,1962

18. Girard H, Rougieux R. Técnicas de Microbiologia Agricola. Acribia, Zaragoza,1964,
19. Clark G, ed. Staining Procedures. 4° ed. Williams & Wilkins, Baltimore, 1981.

20. Sara M. Trends in Microbiology 9: 47, 2001

21. Shapiro J.A. Investigacién y Ciencia 143: 56, 1988

22. Williams S.T. et al. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Vol. 4. Williams & Wilkins, Baltimore, 1989
23. Dommergues Y et al. Mundo Cientifico 45: 276, 1985

24. Carmichael WW. Investigacién y Ciencia 210: 22, 1994

25. Dworkin M. Microbiological Reviews 60: 70, 1996

26. Bernander R. Trends in Microbiology 8: 278, 2000

27. Novick R.P. Investigacién y Ciencia 53: 46, 1981

28. Martinez E et al. Investigacién y Ciencia 265: 14, 1998

29. Félix MA, Karsenti E. Mundo Cientifico 154: 132, 1995

30. Moxon ER, Wills C. Investigacion y Ciencia 270: 68, 1999

31. Mgller-Jensen J et al. Trends in Microbiology 8:313, 2000

32. Hopwood DA. Investigacién y Ciencia 62, 40, 1981

33. Soberdn G. Investigaciéon y Ciencia 103: 6, 1985

34. Miller RV. Investigacion y Ciencia 258: 13, 1998

35. Nieto-Jacobo MF et al. Investigacién y Ciencia 268: 70, 1999

36. Bou G et al. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica 29: 601, 2011.

40

RN AWM=

Manual de Microbiologia Agricola, 2013



. Collins CH et al. Microbiological Methods. 7° ed. Butterworth-Heinemann, Oxford, 1999

. ICMSF. Microorganismos de los Alimentos. Vol 1. Acribia, Zaragoza, 1981.

. Mossel DAA et al. Microbiologia de los Alimentos. 2° ed. Acribia, Zaragoza, 2003

. Yarza P et al. Systematic and Applied Microbiology 31: 241, 2008

. Atlas RM, Bartha R. Ecologia Microbiana y Microbiologia Ambiental. 4° ed. Addison Wesley, Madrid, 2002
. Eigen M. Investigacién y Ciencia 204: 14, 1993

. Diener TO. Investigacion y Ciencia 54: 18, 1981

. Stahl FW. Investigacion y Ciencia 127: 42, 1987

. Eigen M. Investigacion y Ciencia 298: 74, 2001

. Guinea J et al. Analisis Microbiologico de Aguas. Omega, Barcelona, 1979

. Becker B, Melkonian M. Microbiological Reviews 60: 697, 1996

. Durand R. Mundo Cientifico 57: 376, 1986

. Glover D.M. et al. Investigacién y Ciencia 203: 22, 1993

. Porter K.R., Tucker J.B. Investigacion y Ciencia 56: 16, 1981

. Cavalier-Smith T. Microbiological Reviews 57: 953, 1993

. Ageitos Z.J., Lopretto E.C. Los invertebrados. Tomo I. Buenos Aires, EUDEBA. 1983

. Balech E. Introduccién al Fitoplancton Marino. EUDEBA, Buenos Aires, 1977

. Stephenson SL, Stempen H. Myxomycetes. Timber Press, Portland, Oregon, 2000

. Webster J, Weber WS. Introduction to Fungi. 3°ed. Cambridge University Press, 2008

. Lee R.E. Phycology. New York, Cambridge University Press 1980

. Kendrick B. The Fifth Kingdom. 3° ed. Focus Publishing, Newburyport, 2000

. Carlile MJ et al. The Fungi. 2° ed. Academic Press, San Diego, 2001

. Alexopoulos CJ et al. Introductory Mycology. 4° ed. John Wiley & Sons, 1996

. Coppin E et al. Microbiology and Molecular Biology Review 61: 411, 1997

. Pitt JI, Hocking AD. Fungi and Food Spoilage. 2° ed. Blackie Academic & Professional, London, 1997
. Gaillardin C, Heslot H. Mundo Cientifico 71: 716, 1987

. Dade HA, Gunnell J. Classwork with Fungi. CMI, Kew, 1969.

. Casselton LA, Olesnicky. Microbiology and Molecular Biology Review 62: 55, 1998

. Guzman G. Identificacién de los Hongos. Limusa, México, 1979

. Garcia Rollan M. Cultivo de Setas y Trufas. 3a ed. Madrid, Mundi-Prensa, 1998

. Kavanagh K, editor. Fungi. Biology and Applications. 2° ed. Wiley-Blackwell, Oxford, 2011

. Deschamps JR. Hongos Silvestres Comestibles del Mercosur con Valor Gastronémico. Univ. de Belgrano, 2002
. Sanchez JE, Mata G, eds. Hongos Comestibles y Medicinales en Iberoamerica. Ecosur-Inecol, Chiapas, 2012
. Pacioni G. El Cultivo Moderno del Champifnén. DeVecchi, Barcelona, 1995

. Keeling PJ, McFadden GI. Trends in Microbiology 6: 19, 1998

. Baron G. Understanding lichens. Richmond Publishing, Slough, 1999

. Hudson H.J. Fungal biology. London, Edward Arnold, 1986

. Mattick JS. Investigacion y Ciencia. Temas 59, p. 16, 2010

Manual de Microbiologia Agricola, 2013

41



42

Manual de Microbiologia Agricola, 2013



2. Factores ambientales

Los principales ambientes naturales de los microbios son el suelo y el agua.
Muchos se encuentran en una capa delgada de suelo de algunos
decimetros de espesor. Los microorganismos de los lagos y lagunas estan
concentrados en la superficie y en el fondo por encima del cieno. Los
organismos transportados por el aire, se encuentran accidentalmente en
este medio y provienen del suelo, agua u otros organismos vivos.

Es necesario que haya ciertas condiciones en el ambiente para que sirva
como reservorio de los microbios. El crecimiento depende del
abastecimiento adecuado del agua y las sustancias nutritivas, el pH
conveniente, la tension de oxigeno suficiente y la temperatura necesaria,
ademas de otros factores (1).

2.1. Nutriciéon

Los microorganismos toman del ambiente circundante los materiales o
nutrientes que son el punto de partida para las reacciones metabodlicas
productoras de los constituyentes celulares. Hay nutrientes necesarios, sin
los cuales una célula no puede crecer, y otros utiles pero no
indispensables. Las categorias nutricionales tienen en cuenta dos
parametros: la fuente principal de carbono y el origen de la energia.

Cuadro 2.1. Tipos nutricionales de microorganismos (2)

Metabolismo Fuente de energia Organismos Dadores de electrones
. o fotoautotroficos inorganicos
fototroéfico radiacion solar - —
fotoheterotroficos organicos
o ] ) quimioautotroficos inorganicos
quimiotrofico | compuestos quimicos — — —
quimioheterotroficos organicos

La mayoria de los organismos fototréficos y los que obtienen energia por
oxidacion de compuestos inorganicos usan CO: como fuente Unica o
principal de carbono, razéon por la cual se los llama autotréficos. Por lo
comun, los microorganismos cultivados en el laboratorio son heterotroficos,
es decir necesitan de fuentes asimilables de carbono organico, una fuente
inorganica u organica de nitrogeno, sales minerales y en ciertos casos
vitaminas para sintetizar su biomasa celular (3).

Los microorganismos heterotréficos pueden utilizar aztacares, alcoholes y
aminoacidos como macronutrientes y fuente de energia. Algunos son
capaces de emplear polisacaridos, como almidén y celulosa, al tener la
posibilidad de hidrolizar estos compuestos hasta azlcares sencillos. Los
aminoacidos y nucleotidos suelen constituir la fuente primaria de nitrégeno
y para obtenerlos ciertos organismos son capaces de degradar péptidos,
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proteinas y polinucle6tidos mediante enzimas extracelulares. También las
grasas son utilizadas como fuente de energia, aunque sélo un numero
relativamente pequeno de microbios las atacan (4). Algunos hongos
aprovechan los hidrocarburos aromaticos obtenidos por hidrolisis de la
lignina (5).

La mayoria de los microorganismos hace uso del amonio como fuente tinica
o principal del nitrégeno necesario para la produccion de los aminoacidos.
Algunos mohos y bacterias utilizan los nitratos como nutrientes. Los
fosfatos se emplean en la sintesis de fosfolipidos y nucleétidos, y los
sulfatos en la de aminoacidos azufrados. Los sulfatos son utilizados por
casi todas las bacterias y hongos, sin embargo hay bacterias que requieren
fuentes de azufre reducido, tal como sulfuro o tiosulfato. Las vacuolas
suelen servir para la acumulacion de polifosfatos.

Los organismos vivos necesitan también elementos como potasio, sodio,
magnesio, calcio y otros macronutrientes provistos en concentraciones
milimolares (6). Algunas Pseudomonas pueden incorporar fésforo como
fosfito, hipofosfito y acidos fosfonicos (7) y se han descripto unas bacterias
fototroficas que utilizan arsenato (8).

Determinadas bacterias como Azotobacter (que vive libre en el suelo),
Rhizobium (simbionte en los nédulos de la raiz de leguminosas) y algunas
cianobacterias pueden reducir el nitréogeno gaseoso de la atmoésfera
convirtiéndolo en nitrogeno organico. Por otra parte, las formas parasitas
obligadas obtienen del hospedante los complejos constituyentes de su
materia viva (9).

Algunos hongos son oligotroficos y aparentemente crecen con una fuente
nutriente muy limitada, pero sobreviven por captacion de las diminutas
cantidades de compuestos organicos volatiles presentes en la atmosfera (9).

2.1.1. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son compuestos organicos especificos
(aminoacidos, nucleétidos o vitaminas) requeridos en muy pequenas
cantidades para cumplir roles enzimaticos o estructurales, pero no como
fuente de energia. Al no ser sintetizados por la célula deben ser
suministrados por el medio para que tenga lugar el crecimiento, siendo
aportados en el laboratorio por los extractos de levadura y carne. En
general los microorganismos requieren L-aminoacidos, como en el caso de
Leuconostoc mesenteroides, pero algunas bacterias necesitan D-
aminoacidos (10).

Cuando son adicionados en cantidades demasiado elevadas estos factores
suelen interferir en el metabolismo microbiano, como es el caso de las
células de Corynebacterium glutamicum que cultivadas en un medio rico en
biotina no excretan acido glutamico mientras que si estan en un ambiente
pobre en esa vitamina se observa lo inverso (3).

Los organismos que necesitan un determinado compuesto son auxotroficos
respecto al mismo. Asi, Lactobacillus arabinosus crece normalmente en
presencia de 10-4 ug/mL de biotina pero no en ausencia de esta vitamina.

La mayoria de las vitaminas (biotina, cobalamina, piridoxina, tiamina y
otras) funcionan como coenzimas. Estas son sustancias de bajo peso
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molecular que participan en las reacciones enzimaticas. Algunos
microorganismos son capaces de sintetizar todas las vitaminas requeridas,
mientras que otros no crecen si el medio de cultivo no las proporciona (4).

2.1.2. Micronutrientes minerales

Los microbios necesitan una diversidad de minerales para su crecimiento,
cuya ausencia provoca trastornos fisiologicos o la muerte. Pero todo es
cuestion de dosis pues el efecto es beneficioso hasta un cierto nivel,
traspasado el cual resulta perjudicial. Entre los micronutrientes, provistos
en concentracion micromolar, se encuentran algunos elementos esenciales
como cinc, cobre, cobalto, hierro, manganeso y molibdeno, necesarios para
la actividad de enzimas especificas (9). Ademas ciertos microorganismos
requieren minerales especiales, como el silicio que es parte esencial de la
pared celular de las diatomeas (11).

2.1.3. Transporte de solutos

Los sistemas de transporte sirven a las células en sus diversas actividades:

1) permiten entrada de todos los nutrientes esenciales;

2) proporcionan los medios para la regulacion de la concentracion de
los metabolitos catalizando la excrecion de productos finales en las
rutas metabolicas;

3) facilitan la expulsion activa de las substancias toxicas del
citoplasma o la membrana;

4) intervienen en la captacion y salida de iones que deben mantenerse
a una concentracion que difiere mucho de la del entorno;

S) participan en la secrecion de proteinas, hidratos de carbono
complejos y lipidos en y mas alla de la membrana citoplasmatica,
donde sirven para la proteccion contra la agresiéon ambiental, la
comunicacion con los miembros de la misma o diferente especie y en
la patogénesis;

0) facilitan el traslado de acidos nucleicos por la membrana celular
permitiendo el intercambio genético entre los organismos Yy
promoviendo la diversificacion de la especie;

7) facilitan la captacion y descarga de feromonas y otras moléculas de
la senalizacion;

8) permiten la secrecion de antibioticos y otras toxinas para los
propositos de supervivencia (13).

La difusion pasiva o simple esta gobernada por el tamano molecular y las
propiedades lipofilicas del material, permitiendo la entrada de agua,
toxinas no-polares y ciertos inhibidores.

Sin embargo, casi todos los procesos de transporte ocurren por intermedio
de unas proteinas integradas a la membrana, a veces en conjuncion con
receptores extra-citoplasmaticos asi como proteinas citoplasmaticos
acopladas a sistema proveedores de energia. Cada complejo de estas
proteinas es llamado sistema de transporte, transportador o permeasa.

El transporte facilitado ocurre por uno de los siguientes procesos
relacionados: a) la difusion por proteinas, que no esta acoplada a la energia
metabodlica ni depende de la concentracion del substrato transportado por
la membrana; b) el transporte a través de un canal o poro proteico inserto
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en la membrana, apropiado para cada substrato; c) el transporte por un
portador que atraviesa la membrana junto con el sustrato.

Si se acopla un consumo de energia al traslado del soluto, el sistema se
convierte en un transporte activo. Es primario si se acopla al proceso una
fuente primaria de energia (reaccion quimica, absorcion de la luz o flujo de
electrones) y secundario si se debe a una fuente de energia secundaria
(gradiente electroquimico i6onico como las bombas de protones o sodio).
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Los transportadores activos pueden funcionar como: a) uniportadores si
transportan un solo tipo de moléculas; b) simportadores cuando catalizan
el pasaje de dos o mas especies moleculares en la misma direccion; c)
antiportadores si catalizan el intercambio de una molécula, o mas, por otra
igual o distinta.

En las células procarioticas la entrada de aztcares a la célula es favorecida
por un simporte acoplado a H*, mientras que en las eucaridticas esta casi
siempre acoplado a Na*. Ademas de los sistemas de transporte que
dependen de la fuerza motriz de protones hay otros que dependen del ATP,
donde intervienen las proteinas del espacio periplasmico en las
proteobacterias (12).

Cuando el transporte ocurre mediante trasladacion de grupo, la molécula
transportada es modificada quimicamente. Por ejemplo, la glucosa
(manosa, fructosa) es captada por el sistema fosfotransferasa dependiente
del fosfoenolpiruvato y se libera en el interior glucosa-6-fosfato (u otro
azucar fosforilado).

En condiciones aerobias y a pH 7,0 la concentracion del Fe*** es a lo sumo
10-18 moles/L pues se forma el hidréxido férrico casi insoluble, por lo que
algunas bacterias excretan sustancias que tienden a solubilizar al hierro
formando complejos que permitan transportarlo. Tales sustancias se
denominan sider6foros y son compuestos fenolicos o hidroxamatos (13).

La levadura de cerveza posee distintos sistemas especificos para la
captacion de cada i6on metalico (Cut*t, Fet**, Mn**, Zn**). En el caso del

Manual de Microbiologia Agricola, 2013



hierro primero es reducido a Fe** por las reductasas de la membrana
citoplasmatica, luego interviene un sistema de baja afinidad para su
incorporacion a las células, pero cuando hay una deficiencia limitante del
crecimiento actia otro sistema de captacion de alta afinidad. La levadura
también tiene dos sistemas para la incorporacién de manganeso (14).

Algunos elementos, tal como Ag, As, Ba, Cs, Cd, Hg, Li o Pb, afectan al
crecimiento de los hongos si la concentracion es mayor a 100 uM (15). Por
otra parte, en algunas bacterias patogenas la virulencia depende de la
capacidad de las mismas para obtener Fe+** y otros iones metalicos del
hospedante).

El conocimiento de los genes de los microorganismos que generan los
sistemas de captacion de iones metalicos, permite obtener vegetales
transgénicos que aprovechan mejor los nutrientes del suelo o secuestran
metales téxicos como, por ejemplo, unas plantas donde se habia expresado
un gen que les posibilité convertir Hg*+ en Hge (14).

2.1.4. Medios de cultivo

Un medio de cultivo consiste en una mezcla equilibrada de los nutrientes
requeridos por los microorganismos, en concentraciones que permitan el
crecimiento y la multiplicacion. El componente principal es el agua, y aun
en el caso de un sustrato sélido, como cereales u otro material natural,
éste debe estar huiimedo para permitir la acciéon microbiana.

Cuadro 2.2. Medios complejos para enriquecimiento de bacterias heterotréficas (16)

Base: extracto de levadura 1%, KH>PO4 0,1%, MgS0O4 0,02%

Incubacion: 30°C, en la obscuridad

Fuente Condiciones Agregado Crecen

pH 7,0 - aerobiosis - oxidantes de aminoacidos
suelo

pH 3,0 - anaerobiosis | glucosa 2% | Sarcina sp.

pH 7,0 - aerobiosis - Bacillus spp.

H 7.0 - anaerobiosis |- Clostridium fermentadores
suelo P de aminoacidos
pasterizado | ;14 80 - aerobiosis urea 5% Sporosarcina ureae

H 7.0 - anaerobiosis glucosa 2%, | Clostridium fermentadores de

P CaCO3 2% azucares
hortalizas, pH 6,5 - anaerobiosis | glucosa 2% | bacterias lacticas
leche, frutas,
cerveza pH 6,0 - aerobiosis etanol 4% bacterias acéticas
suelo, agua . glucosa 2%, . .
residual pH 7,0 - anaerobiosis CaCOs 2% bacterias coliformes
queso suizo pH 7,0 - anaerobiosis 126};:tato Na bacterias propionicas

0

El punto de arranque es preparar una base mineral que proporcione las
sales inorganicas que pueden suministrarse a cualquier organismo, la que
se suplementa con las fuentes de carbono, energia y nitrogeno.
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Comunmente el nitrégeno y el fosforo se incorporan como amonio o nitrato,
y fosfato. Otros, tales como vitaminas e iones metalicos que se requieren en
pequena cantidad, suelen estar como contaminantes de los componentes
principales del medio e incluso en los recipientes de vidrio que los
contienen, sin embargo a veces se preparan soluciones diluidas de los
micronutrientes. Cuando el oxigeno es necesario para el metabolismo, la
fuente usual de suministro es el aire filtrado (3).

Cuadro 2.3. Medios sintéticos para el enriquecimiento de bacterias autotréficas (16)

Base: KoHPO4 0,1%; MgS0O4 0,02%; FeSO4 0,005%; CaCl, 0,002%; MnCl,
0,0002%; NaMoO4 0,0001%

Incubacioén: 25 - 30°C, en la obscuridad

Agregado Condiciones Crecen
NH4Cl 0,15% + CaCOs 0,5% pH 8,5 - aerobiosis Nitrosomonas
NaNO; 0,3% pH 8,5 - aerobiosis Nitrobacter
NH4Cl 0,1% + NayS,03 0,7% | pH 7,0 - aerobiosis Thiobacillus

NH;4NO3 0,3% + NaxS;03
0,7% + NaHCO3 0,5%

pH 7,0 - anaerobiosis Thiobacillus denitrificans

NH4Cl 0,1%

pH 7,0 - Hy 85%, O2
10%, CO2 5%

bacterias del hidrégeno

Un medio complejo con hidrolizado de proteinas, extracto de carne,
extracto de levadura y agar, favorece el desarrollo de muchas bacterias
heterotroficas. Para cubrir las necesidades nutricionales de mohos y
levaduras se le anade glucosa o se usa extracto de malta, con o sin extracto
de levadura y agar.

Cuadro 2.4. Medios para el enriquecimiento de bacterias fototréficas (16)

Base: NH4Cl 0,1%; KoHPO4 0,1%; MgSO4 0,02%; FeSO4 0,005%; CaCla 0,002%;
MnCl, 0,0002%; NaMoO4 0,0001%

Incubacioén: 25 - 30°C, iluminacion constante, anaerobiosis

Agregado

pH Crecen

Na,S 0,2% + NaHCO3 0,5% 7,5 bacterias verdes del azufre

NasS 0,2% + NaHCO3; 0,5% 8,0 - 8,5 | bacterias purpureas del azufre

Na malato 0,5% + extracto de i
levadura 0,05% 7,0-7,5

bacterias purptreas no del azufre
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El extracto acuoso de musculo de bovino concentrado y desecado (extracto
de carne) contiene compuestos solubles tales como aztcares, aminoacidos
y sales. El hidrolizado de proteinas se obtiene por digestion de carne,
proteinas de soja o caseina, con pepsina o tripsina y recibe el nombre de
peptona o triptona, peptona de soja y casitona o tripticase,
respectivamente. El extracto de levadura es un concentrado de los
compuestos liberados por lisis de las células. El extracto de malta es rico
en maltosa, pero contiene también glucosa, dextrinas, aminoacidos y
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péptidos.

El agar es una mezcla de polisacaridos obtenidos de algas que se utiliza
comunmente como agente gelificante, pues no es nutriente para la mayoria
de los microbios. El gel de agar es firme a las temperaturas de incubaciéon
pero se convierte en liquido (sol) cuando se calienta hasta el punto de
ebulliciéon del agua, gelificando nuevamente al enfriarlo por debajo de 45°C.
La concentracion de algunos componentes de los medios complejos

deshidratados comerciales varia con cada partida.

Repique de colonias

Flamear el asa hasta que tenga color rojo brillante y

dejarla enfriar cerca del mechero.

Elegir una colonia pastosa en la placa de aislamiento y
levantar un poco de células microbianas con el asa.
Tomar el tubo de medio estéril con la mano izquierda.

Quitar el tapén de algodon sosteniéndolo con el dedo
menfique de la mano derecha. Pasar la boca del tubo

por la llama del mechero.

Introducir el asa y depositar los microorganismos
rayando en zig-zag y con mucha suavidad la superficie

del gel (agar nutritivo) o suspendiendo el material en el liquido (caldo nutritivo).

Sacar el asa, flamear la boca del tubo y tapar. Flamear el asa.

Crecimiento sobre la estria en agar

Z O U U

filiforme equinulada perlada difusa

Al observar los resultados evitar la agitacion
del cultivo liquido pues, si ha crecido una
pelicula superficial puede caer
confundiéndose con el sedimento.

Registrar color, brillo, forma y pigmento
soluble, o tipo de desarrollo superficial,
turbiedad y sedimento, segun corresponda.

Para cultivar mohos (medios de Sabouraud)
se emplea un alambre doblado en L que
permite tomar los filamentos. Incubar a 30-

A

\/

arborescente rizoide

Crecimiento en caldo

i

floculento anillado peliculado membranoso

35°C en la obscuridad, pero si se trata de mohos colocar los tubos a 25-27°C preferentemente

donde reciban una iluminacién diurna difusa.

Medio liquido de Sabouraud. Peptona 10 g, glucosa 40 g, agua corriente 1 L, y el gelificado

ademas 15 g de agar (17,18).

Otra manera de proporcionar una superficie nutritiva es utilizar un filtro de
membrana depositado sobre un disco absorbente embebido con el medio de
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cultivo liquido. Este traspasa los poros permitiendo el desarrollo de los
microorganismos en la superficie (17).

Sea cual fuere la composicion quimica del medio, es necesario que todos
los componentes estén perfectamente mezclados, de modo que el
microorganismo tenga acceso a todos los nutrientes. Una vez obtenido el
cultivo inicial del microorganismo deseado, el medio suele ser sometido a
estudios de optimizacion para obtener un mayor nimero de células o un
producto microbiano particular (6).

La mayoria de las bacterias y algunas levaduras crecen comunmente como
células individuales o como agregados de varias de ellas, y permanecen
suspendidas en un medio fluido. Cuando se trata de una poblacion densa o
las células secretan polimeros, el liquido se vuelve viscoso y ademas
pueden formar grandes agregados o bien una pelicula mucosa sobre la
superficie. La mayoria de los mohos cuando crecen sin alteraciones forman
una pelicula gruesa y continua en la superficie de los medios liquidos, en
cambio bajo el efecto de la agitacion originan bolitas fibrosas dispersadas
por todo el volumen (4).

Cualquier sustrato adecuado para el crecimiento de un organismo
especifico es, en cierto modo, selectivo. Se pueden obtener diversos tipos de
microbios de los ambientes naturales, tales como el suelo, empleando
medios selectivos. Una solucion de cloruro de amonio y otras sales, sin
ninguna fuente de carbono, cuando se incuba al aire tendra disuelto CO,
atmosférico y en presencia de luz permitira el crecimiento de algas y
cianobacterias. Pero si se incuba en la obscuridad facilitara el desarrollo de
otras bacterias que obtienen energia por oxidacioén del amonio (16).

Los mohos y levaduras crecen con facilidad sobre medios complejos acidos:
agar o caldo con extracto de malta o decoccion de papa y glucosa, u otros.
Las setas son cultivadas sobre sustratos sélidos tal como ‘compost’ o
residuos lignocelulésicos (15).

2.2. Crecimiento

El crecimiento es el incremento ordenado de todos los componentes del
microorganismo. En la mayoria de los microbios pluricelulares conduce a
un mayor tamano del mismo, mientras que en los unicelulares implica una
duplicacion de todas las estructuras, organulos y componentes celulares
aumentando el numero de individuos en la poblacién.

Después de la inoculacion de unas pocas células en un medio de cultivo,
transcurre un periodo de tiempo (fase de latencia) antes de que se
establezca una velocidad constante de crecimiento, debido a que el
microorganismo tiene una intensa actividad metabdlica para adaptarse al
nuevo ambiente y poder duplicarse. Cuando el cultivo alcanzo esa
velocidad, se dice que esta en la fase exponencial debido a que el nimero
de células se puede expresar como funciéon de 27, donde n es el nimero de
ciclos de duplicacion experimentado por la poblacion.

Una bacteria o levadura originara, por escision o gemacion, cuatro células
(22) después de dos ciclos, ocho (23) después de tres ciclos, dieciseis (24)
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después de cuatro ciclos, etc. Por lo tanto, el numero inicial X, de células
(en el instante t,=0) se convierte después de n generaciones en un tiempo t,

en X =X,. 21,

Como n representa el niumero de divisiones celulares durante el intervalo
de tiempo t, el tiempo de duplicaciéon g =t/n, y

X=X,.21¢
o sea InX=InX,+t.ln2/g.

El término In 2/g es la velocidad especifica de crecimiento (u) de la
poblaciéon o sea u = 0,69/g.
La ultima ecuacion puede escribirse entonces bajo la forma

InX-InXo=u*t
por lo tanto X=X, .eHt
y dX/dt = uX.

En el curso de la fase exponencial la velocidad especifica de crecimiento
alcanza su valor mas elevado (Umax)-

En condiciones ideales el tiempo de duplicacion de las bacterias puede ser
de 20 minutos, de manera que una sola célula producira mas de dos
millones de bacterias al cabo de 7 horas.

Finalmente el cultivo entra en la fase estacionaria del crecimiento, en la
que el namero de células permanece constante. En el caso de las bacterias
endosporuladas, esta fase puede durar mucho tiempo, décadas o siglos,
pero siempre sera seguida por la fase de muerte (19).

En los estudios de la cinética del crecimiento individual de los
microorganismos pluricelulares, tales como actinobacterias y mohos, se
observo que:

a. la velocidad de extensién de las hifas cortas es proporcional a la
longitud de las mismas y a la velocidad especifica de crecimiento, es
decir que estas hifas pueden crecer exponencialmente;

b. cada apice hifal puede extenderse a una velocidad independiente de
la velocidad de aumento de la biomasa;

c. cuando la capacidad de la hifa para extenderse supera las
posibilidades brindadas por los puntos de crecimiento existentes, se
generan otros nuevos (ramificacion) (20).

Figura 2.2. Curva de crecimiento (13)

En el caso de un cultivo puro de
bacterias es relativamente facil
conocer el numero de células, pero
cuando se trata de comunidades
mixtas es problema es complejo.
Los métodos apropiados para el
recuento de un grupo de
microorganismos suelen ser
inadecuados  para  otros. El
Tiempo (horas) ~ recuento de organismos viables
puede realizarse por el método de
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fase estacionaria

Log del nimero
de bacterias vivas

fasgexponencial
p fasdde muerte

fase de latencia
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dilucion en placa o la técnica del nimero mas probable.

Las técnicas directas para medir la biomasa microbiana, como la
determinacion del peso seco o el volumen celular, suelen medir también
particulas minerales y detriticas. Las pruebas para detectar compuestos
especificos de los microorganismos dependen del estado fisiolégico de los
mismos, como la concentracion celular de ATP, o de la especie a la que
pertenecen, tal como la cantidad de quitina en las paredes fangicas o de
acido muramico en bacterias (6).

Curva de crecimiento

Inocular 0,1 mL de un cultivo reciente de Escherichia coli a cada uno de nueve tubos de caldo -
infusion de cerebro y corazon estéril. Incubar a 30°C.

Cada hora medir la absorbancia a 600 nm de un tubo y descartarlo, salvo los dos ultimos que
se leerdan alas 18 y 24 hs.

Registrar en un grafico los datos de la absorbancia en funcion del tiempo (18).

El medio contiene: infusién de cerebro 12,5 g, infusidn de corazén 5 g, triptona 10 g, glucosa 2
g, cloruro de sodio 5 g, fosfato disédico 2,5 g, agua 1 L, pH 7,4 (22).
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2.3. Factores ambientales

El suelo, material de la superficie terrestre que sustenta la vida vegetal, es
uno de los sitios de la naturaleza mas dinamicos en interacciones
biologicas. Comprende organismos vivos, minerales disgregados, agua, aire
y materia organica muerta. El agua y el aire representan aproximadamente
la mitad del volumen del suelo (9).

2.3.1. Agua y presion osmética

La disponibilidad de agua en el ambiente se expresa indirectamente en
términos de actividad del agua (aw), la que se define como la razon entre la
presion de vapor de agua del sustrato (p) y la presion de vapor del agua
pura (po) a la misma temperatura, es decir

aw = P/ Po.
Este concepto se asocia al de humedad relativa de la atmosfera en
equilibrio con el sistema: HRE % = 100 aw.

La mayor parte de las bacterias no crecen a una aw por debajo de 0,91
mientras que los mohos pueden desarrollarse hasta valores de 0,80. La
actividad del agua mas baja compatible con la vida de las arqueobacterias
haléfilas es 0,75 mientras que los mohos xerofilos (amantes de la
sequedad) y las levaduras osmofilas (que prefieren presiones osmoticas
elevadas y altas concentraciones de azlcares) crecen muy lentamente a
valores de 0,65. Los limites de aw dentro de los cuales hay crecimiento, son
mas amplios a la temperatura 6ptima de multiplicacién. La capacidad de
los organismos para crecer a una temperatura dada, disminuye a medida
que se reduce la aw. La presencia de ciertos elementos nutritivos amplia los
limites de aw dentro de los cuales los organismos pueden sobrevivir (22).

La presion osmoética (0) esta relacionada con la actividad del agua a través
la expresion: 0 =-RT ln aw/V
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que comprende a la constante de los gases (R), la temperatura en °K (T), el
logaritmo natural de la actividad del agua (aw) y el volumen molal parcial
del agua (v) (21).

Cuando el medio tiene una presion osmotica mayor que la del citoplasma
microbiano se dice hiperténico, y si es menor hipoténico (17).

El potencial del agua en un suelo () expresa la presion de succion
necesaria para retirar agua del sistema y es la suma de los potenciales
osmoético, matricial o capilar, y gravitacional. La humedad relativa de la
fase vapor en equilibrio con el suelo es también una medida indirecta del
potencial del agua.

El potencial osmotico de la solucion del suelo () se puede expresar
mediante la ecuacion:

n=-RTpvme /10°
donde p es la densidad del agua, v los iones por molécula de soluto, m la
molalidad, @ el coeficiente osmoético a la molalidad m.

El potencial matricial (t) esta dado por la ecuacion:
1= (RT pUln p/po) /106 M
donde M es el peso molecular del agua (21).

Basados en sus respuestas, o tolerancia, a la sequedad los
microorganismos se pueden distribuir entre tres grupos definidos por los
potenciales del agua (g) 6ptimo y minimo para el crecimiento:

1. 6ptimo —-0.1 MPa, minimo préximo a —-2MPa: algunos hongos y una
variedad de bacterias Gram-negativas;

2. optimo cerca de -1 MPa, minimo alrededor de -5MPa:
principalmente zigomicetos, bacterias Gram-negativas y
actinobacterias;

3. optimo aproximado a —1MPa, minimo —-10 a -15 MPa: una variedad
de ascomicetos y basidiomicetos, bacterias Gram-positivas (9).

Las bacterias mantienen siempre su osmolaridad muy por encima de la del
medio, y estan protegidas por una pared celular capaz de resistir una
considerable presion osmoética interna (2).

AuUn cuando la concentracion de potasio y sodio en los distintos ambientes
es variable, los organismos vivos contienen potasio a una concentracion
mas elevada que la del medio externo. Ademas de neutralizar las cargas
negativas de la célula y de regular la funcién enzimatica, el potasio actua
como un soluto implicado en la regulacién osmoética de los organismos (23).

Se llama solutos compatibles a los compuestos acumulados en la célula
para ajustar la actividad del agua en el citoplasma, sin inhibir los procesos
bioquimicos. Algunos organismos que viven en ambientes de alta salinidad
sédica, por ejemplo Halobacterium, acumulan KCl en la célula. Los mohos
xerofilos y las levaduras osmoéfilas acopian glicerol, las cianobacterias y las
algas retinen azucares, aminoacidos o derivados (2).

La capacidad de campo es el contenido de agua en un suelo, drenado
después de la saturacion, cuando la velocidad de la pérdida de agua debida
a la gravedad es pequena, pero no es una medida precisa (9).
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El contenido de agua en la atmoésfera de la Puna suele ser bajo limitando el
crecimiento microbiano, pero hay regiones de la provincia donde la
humedad del aire es suficientemente alta como para permitir el desarrollo
de liquenes sobre piedras y troncos o mohos sobre cueros. La funcion
primaria de pintar o barnizar la madera es impedir que absorba la
humedad limitando el biodeterioro. Los granos y nueces almacenados
deben mantenerse secos para evitar el crecimiento de mohos que sintetizan
toxinas aunque el aspecto del producto se vea poco afectado (24).

2.3.2. Tensién superficial

La humectabilidad es funcién de la tension superficial. Las soluciones de
detergentes pueden entrar en grietas y espacios muy pequenos e incluso
hasta el centro de los agregados de bacterias, donde el agua quedaria por
encima sin mostrar penetracion alguna.

La tension superficial del agua a 20°C es 72,7 dinas/cm. La mayoria de las
sustancias solubilizadas (proteinas, jabones, etc.) tienden a bajar ese valor,
siendo las bacterias Gram-positivas mucho mas sensibles al descenso que
las Gram-negativas (17).

La tension superficial de los medios de cultivo afecta al desarrollo de los
microorganismos. Bacillus subtilis tiende a crecer en la superficie, a modo
de pelicula, en los medios corrientes con una tension superficial entre 57 y
63 dinas/cm, pero si disminuye a menos de 40 dinas/cm debido a la
presencia de un lipopéptido producido por el mismo organismo crece en
forma difusa (25).

2.3.3. pH

El pH del medio influye sobre la expresion de genes y regula el transporte
de protones, la degradacion de los aminoacidos, la adaptacion al medio y
aun la virulencia. Las células perciben los cambios del pH ambiente a
través de diferentes mecanismos.

Cuadro 2.5. Valores de pH para el crecimiento de bacterias (27)

Organismos Limite inferior | Optimo | Limite superior
Azotobacter sp. 5,5 7,0-7,5 8,5
Clorobium limicola 6,0 6,8 7,0
Erwinia carotovora 5,6 7,1 9,3
Lactobacillus acidophilus 4.0 46-5,8 6,8
Nitrosomonas spp. 7,0-7,6 8,0 - 8,8 9,4
Nitrobacter spp. 6,6 7,6 - 8,6 10,0
Thermus aquaticus 6,0 7,5-17,8 9,5
Thiobacillus thiooxidans 1,0 2,0-2,8 6,0
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Un pH bajo, en si no resulta toxico salvo que sea producido por acidos
organicos. Estos atraviesan la membrana citoplasmatica solamente en la
forma protonada y un incremento en la acidez ambiental causa un
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aumento de la concentracion intracelular. La protonacion y desprotonacion
de los aminoacidos, inducidas por el pH, pueden alterar la estructura
secundaria y por lo tanto la funcion de las proteinas. El gradiente de
protones a través de la membrana actiia como un sensor para ajustar los
procesos dependientes de la energia (26).

El pH intracelular debe ser mantenido por encima de un valor critico, en el
cual las proteinas internas se desnaturalizan irreversiblemente, mediante
alguno de estos tres mecanismos: la respuesta homeostatica, la tolerancia
al acido y la sintesis de las proteinas del ‘shock’ acido.

Si el pH ambiental es mayor que 6,0 las células bacterianas ajustan su pH
interno a través de la respuesta homeostatica, modulando la actividad de la
bomba de protones, los antiportes y los simportes, para aumentar la
velocidad a la cual los protones son expelidos del citoplasma. El
mecanismo homeostatico es constitutivo y funciona aun en presencia de
inhibidores de la sintesis proteica.

La tolerancia al acido es iniciada por un pH externo entre 5,5 y 6,0. Este
mecanismo puede mantener el pH interno por sobre 5,0 teniendo el externo
valores tan bajos como 4,0 pero es sensible a los inhibidores de la sintesis
proteica. Esta tolerancia también puede conferir proteccion cruzada frente
a otros agentes ambientales de estrés. La pérdida de la actividad
ATPsintasa, causada por los inhibidores metabodlicos o las mutaciones,
anula la tolerancia al acido pero no el mecanismo homeostatico.

La sintesis de las proteinas del ‘shock’ acido es otra via para la regulacion
del pH interno y es generada cuando el pH ambiental alcanza valores entre
3,0 y 5,0. Este mecanismo provee un conjunto de proteinas reguladoras
distintas a las anteriores (de tolerancia al acido) (12).

Cuadro 2.6. Rango del pH para el crecimiento fangico (27)

Organismos Limite inferior Limite superior
Aspergillus niger 2,8 8,8
Aspergillus oryzae 1,6 9,3
Botrytis cinerea <2,8 7,4
Fusarium oxysporum 1,8 11,1
Penicillium italicum 1,9 9,3
Rhizoctonia solani 2,5 8,5

La mayoria de las bacterias tienen el pH 6ptimo entre 6,5y 7,5. Unas pocas
especies son acidoéfilas (Thiobacillus), algunas son acidotolerantes (bacterias
lacticas) y otras pueden llegar a crecer en condiciones alcalinas (bacterias
ureoliticas, actinobacterias, nitritadores y rizobios). Ciertos organismos
fermentadores productores de acidos no son acido-tolerantes y se
autoenvenenan si el medio carece de un regulador de pH, como ocurre con
varias enterobacterias (2).

La biodegradacion de restos lignoceluldsicos, la sulfo-oxidacion y la
nitrificacion, entre otras actividades microbianas, causan la acidificacion
del suelo. Por otra parte, el pH del suelo regula la disponibilidad de
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nutrientes como amonio y fosfato, que limita el crecimiento de los
microorganismos, asi como la movilidad de los metales pesados toxicos (28).

Los acidos organicos (oxalico, citrico) excretados por los hongos en el suelo,
tal el caso de Beauveria, forman complejos con cadmio, cobre, zinc y otros
cationes (29).

Los hongos prefieren valores bajos de pH y predominan cuando se siembra
una muestra de suelo de pH 5 pero no si tiene pH 8, aunque puedan crecer
dentro de un amplio intervalo (9). Las vacuolas de la célula fangica actian
como regulador del pH y de la homeostasis ionica en el citoplasma, pero el
citosol del apice hifal en crecimiento es acido debido a la actividad de la
ATP-sintasa y el gradiente de protones acoplado con el cotransporte de
otros iones o nutrientes (30).

2.3.4. Oxigeno y potencial de reduccion

El metabolismo de los microbios esta fuertemente influido por el Os. Los
que dependen de la respiracion aerdbica, para los cuales el oxigeno es el
aceptor final de electrones, se conocen como aerobios estrictos, tal es el
caso de Streptomyces y otros muchos organismos aislados en el laboratorio.

Ciertas bacterias, como Spirillum volutans, se cultivan mejor en ambientes
donde la concentracion de oxigeno es reducida y se las denomina
microaerodfilas. Para los organismos anaerobicos estrictos el oxigeno es
toxico, asi las células somaticas de Clostridium son muy sensibles al
oxigeno mientras que los endosporos estan protegidos de su efecto letal.

Los anaerobios facultativos constituyen un grupo intermedio y pueden
crecer en presencia o ausencia de oxigeno molecular, como la levadura
Saccharomyces cerevisiae que puede obtener su energia tanto de la
fermentacion como de la respiracion. Por otro lado estan los organismos
que tolerantes al oxigeno que obtienen su energia exclusivamente de la
fermentacion, como Streptococcus (13).

La mayoria de los hongos son aerobios y algunos microaerofilos, pero los
del rumen son anaerobios estrictos. Ciertas levaduras crecen en
condiciones anaerobicas solo si se les provee determinados acidos grasos y
esteroles porque no los pueden sintetizar sin oxigeno molecular (15).

Cultivo en anaerobiosis

Hacer una suspension de suelo e inocular unas gotas en un tubo de caldo tioglicolato estéril,
previamente llevado a ebullicién y enfriado sin agitar. Cubrir con una capa de vaselina estéril e
incubar a 25-30°C durante 48 hs.

Tomar una gota con una pipeta de Pasteur estéril, hacer un extendido y tefiirlo segin el método
de Gram.

El medio contiene hidrolizado de caseina 15 g, extracto de levadura 5 g, glucosa 5 g, cloruro de
sodio 2,5 g, L-cistina 0,5 g, tioglicolato de sodio 0,3 g, agar 0,75 g, azul de metileno 1 mg, agua
1L (18).

Los microorganismos suelen tener enzimas que descomponen los
compuestos toxicos del oxigeno, asi la superoxido-dismutasa y la
superoxido-reductasa transforman el anion superoxido en peroxido de
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hidrégeno. Este tltimo puede ser destruido por la catalasa y la peroxidasa,
pero mientras la primera libera oxigeno molecular la segunda lo transforma
en agua mediante un reductor (2).

Cuando pasan electrones de una sustancia a otra, se crea una diferencia
de potencial entre ambas, la que se expresa en milivoltios (mV). El
potencial de reduccion (E,) indica la tendencia de un compuesto a ganar
electrones y es un valor relativo con respecto al H>, medido a pH 7. En los
sistemas biolégicos los electrones y protones son transportados
principalmente por el NADH (nicotinamida-adenina-dinucleétido) y el FADH
(flavina-adenina-dinucleotido), los que al cederlos se transforman en NAD y
FAD respectivamente.

Los microorganismos aerobios crecen en ambientes con potenciales de
reduccion altos y positivos (oxidantes) mientras que los anaerobicos
necesitan para su desarrollo un medio con valores de E,” bajos y negativos
(reductores). Entre las sustancias que ayudan a mantener condiciones
reductoras en el medio de cultivo se encuentran los aminoacidos con un
grupo tiol (-SH) y los azticares con un grupo aldehido libre (13).

2.3.5. Temperatura

Los valores de las temperaturas cardinales (minima, optima y maxima)
varian entre las bacterias, pero en algunas el rango es de gran amplitud,
como es el caso de Clostridium perfringens que puede crecer entre 12 y
S50°C (2). Los organismos aislados de ambientes frios crecen a temperaturas
por debajo de 0°C si las altas concentraciones de solutos impiden la
congelacion del medio (2).

Cuadro 2.7. Rangos de temperaturas cardinales
de los microorganismos (2)

Temperatura °C
Grupo — Y -

minima | 6ptima maxima

hiperterméfilos | 60 a 70 100a 110
termofilos 40a45|55a75 60 a 90
mesofilos S5ald> |30a45| 35a47
psicrotroficos | -5a+5 | 25a30| 30a35
psicrofilos -S5a+5|12a15 15a20

La velocidad de crecimiento se ve afectada por los cambios de temperatura
y en los valores inferiores el tiempo de generacion puede sobrepasar las
cien horas (22). Los microorganismos eucarioticos, por ejemplo protozoos,
son mas sensibles a las bajas temperaturas que los procariéticos, y entre
estos ultimos los Gram-negativos son mas afectados que los gram positivos
(28). Los hongos psicrotroficos pertenecen a unos pocos géneros, entre ellos
Candida, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Trichothecium (5).

Las adaptaciones de los organismos termofilos comprenden, entre otras,
una gran proporcion de lipidos saturados y la presencia de aminoacidos
poco frecuentes en las proteinas. Las arqueobacterias hipertermofilas
poseen una membrana citoplasmatica constituida por una monocapa
lipidica particular (2).
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Cuadro 2.8. Temperaturas para el crecimiento de bacterias (2, 28)

) Temperatura °C
Especie - —T -~
minima o6ptima maxima

Listeria monocytogenes 1 30-37 45
Pseudomonas maltophila 4 35 41
Escherichia coli 10 37 45
Clostridium kluyveri 19 35 37
Bacillus stearothermophilus 30 60 70
Thermus aquaticus 65 102
Sulfolobus acidocaldarius 70 75-85 90
Pyrodictium brockii 80 102-105 115

El crecimiento y la actividad metabdlica de muchos microorganismos de los

suelos y ambientes acuaticos disminuyen en invierno con el descenso de la

temperatura. La incapacidad de crecer a temperaturas bajas no produce
forzosamente la muerte de los microbios (28).

Cuadro 2.9. Temperaturas cardinales de algunos

hongos (31)
. Temperatura °C
Especie — - -~ r
minima | 6ptima | maxima

Alternaria solani 2 27 45
Aspergillus fumigatus 12 35 55
Botrytis cinerea 0 20 30
Fusarium moniliforme <5 25 35
Rhizoctonia solani 2 25-30 35
Trichothecium roseum <10 30 35
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2.3.6. Presion hidrostatica

Una presion estacionaria de hasta 400 atmoésferas no produce ningun
efecto en la mayoria de los microorganismos pero la descompresion subita
puede romper la membrana celular. Una presion mas elevada inhibe el
crecimiento de los organismos terrestres, pero no la multiplicaciéon de los
barotolerantes presentes en las profundidades marinas. Las bacterias
marinas baréfilas son también psicrofilas.

En los microorganismos no barofilos, una alta presion hidrostatica parece
inhibir la sintesis de acidos nucleicos y proteinas, las funciones de
transporte de la membrana y la actividad de varias enzimas debido a la
distorsiéon espacial (28).

Algunas bacterias adaptadas a presiones de 250-260 bares (25-26 MPa)
muestran ademas una notable adaptacion a las altas temperaturas, por
ejemplo ciertas bacterias metanogénicas tienen tiempos de duplicacion
entre 37 y 65 minutos a 100°C bajo tales condiciones (32).
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2.3.7. Luz

La radiacién solar esta compuesta luz infrarroja, visible y ultravioleta,
siendo esta ultima nociva para los microorganismos. El espectro visible
comprende la franja que va de los 320 a 800 nm e influye en la actividad de
los organismos fototréficos. Algunas cianobacterias alternan la fotosintesis
oxigénica desarrollada cuando la intensidad de la luz es elevada, con la
fotosintesis anoxigénica cuando dicha intensidad es baja, siempre y
cuando dispongan de sulfuros.

Ciertos microbios muestran un comportamiento fototactico. La regulacion
de la capacidad de flotacién, debido a las vacuolas de gas, es importante
para las cianobacterias cuando los niveles 6ptimos de energia luminica y
nutrientes inorganicos se hallan a distinta profundidad, por la
estratificacion térmica de los lagos (28).

Un exceso de luz visible es perjudicial porque causa cambios
fotooxidativos. Las esporas de los hongos del campo, que pueden estar
expuestas a una alta radiacion solar, poseen pigmentos oscuros que las
protegen. La luz azul y la ultravioleta larga favorecen la formacion de
pigmentos carotenoides en algunas especies fingicas (24).

2.4. Esterilizacion

Esterilizar significa eliminar toda clase de microorganismos. Esto puede
realizarse de diferentes modos, ya sea destruyéndolos mediante calor, rayos
ultravioletas o radiaciones ionizantes, o bien separandolos por filtracion de
los liquidos o el aire. El objetivo de la esterilizacion es lograr que la
probabilidad de que el material tratado contenga tan sélo un organismo
sobreviviente, sea muy pequena. Los procedimientos se proyectan siempre
de manera que proporcionen un amplio margen de seguridad.

2.4.1. Accion del calor

Con el fin de evitar el crecimiento de microorganismos extranos
introducidos por la contaminacion, se esterilizan con vapor de agua a
presion todos los medios de cultivo. El vapor también se suele emplear
para esterilizar recipientes y otras superficies con las que el medio esta en
contacto. Los endosporos bacterianos son muy resistentes a la temperatura
y algunos pueden resistir varios minutos a 120°C en ambiente humedo, y
mas de una hora y media a 160°C en condiciones secas (4).

El autoclave de Chamberland es un aparato cuyo funcionamiento se basa
en que la temperatura de ebullicion del agua aumenta con la presiéon. Por
consiguiente si la presion absoluta del vapor en el recipiente cerrado se
eleva a 2,209 kg/cm?2, la temperatura subira hasta 121,29°C (33).

La presion absoluta es la suma de la que marca el manométro del
autoclave y la presion atmosférica. Como esta ultima varia con la altura
sobre el nivel del mar, se debe calcular la presion manomeétrica necesaria
para llevar a cabo la esterilizacion segun la localidad. La temperatura de
una mezcla de vapor y aire a determinada presion, es inferior a la del vapor
puro, por lo que se debe evacuar todo el aire de la camara de esterilizacion
por la espita o valvula de purga (17).
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Cuando se utiliza el calor para suprimir los
microorganismos presentes en una pelicula
liquida es posible utilizar tratamientos muy
cortos, pero la esterilizacion de algunos
solidos exige horas debido a las dificultades
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Figura 2.3. Temperatura del autoclave segun el
aire remanente (17)

k

C-

=]
]

salida total del aire
salida de la mitad del aire
salida de un tercio del aire

A=

37 -

retencién de todo el aire

Cuadro 2.10. Tiempo de destruccion de algunos endosporos bacterianos (17)

Minutos de tratamiento con calor himedo

Temperatura °C 100 105 110 115 120 | 125|130 | 134
Bacterias termofilas 400 100-300 | 40-110 | 11-35 | 4-8 | 3,5 1
Clostridium botulinum | 300-530 | 40-120 | 32-90 10-40 | 4-20
Clostridium perfringens 5-45 5-27 10-15 4 1
Bacillus subtilis horas 40
Clostridium sporogenes 150 45 12
Bacillus anthracis 2-15 5-10
Clostridium tetani 5-90 5-25
Minutos de tratamiento con calor seco
Temperatura °C 120 | 130 140 150 160 170 180
Bacillus anthracis >180 | 60-120 | 9-90 3
Bacterias termofilas 180 30-90 | 15-60 | 15
Clostridium botulinum | 120 60 15-60 25 20-25 | 10-15 | 5-10
Clostridium perfringens | 50 | 15-35 5
Clostridium tetani 20-40 | 5-15 30 12 S 1
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La tindalizacién usa agua hirviente para esterilizar materiales nutritivos
que se alterarian a temperaturas mayores. El primer dia se trata el medio
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de cultivo durante 30 minutos para destruir las formas sensibles y luego se
incuba para que germinen los endosporos. El segundo dia se vuelve a
calentar durante 30 minutos para matar las nuevas células y otra vez se
incuba para que germinen los endosporos remanentes. Finalmente el tercer
dia se calienta otros 30 minutos para matar las bacterias formadas durante
el segundo periodo de incubacion.

La tindalizacion es efectiva lnicamente cuando el sustrato a esterilizar y
las condiciones de incubacion son favorables para la germinacion de los
endosporos. Con estas condiciones de tratamiento pueden sobrevivir los

endosporos de bacterias termofilicas, pero éstas no crecen a las

temperaturas comunes de incubacioén (25 - 37°C) (17).

Uso del autoclave

Colocar agua hasta la rejilla, ubicar los recipientes y cerrar el autoclave de Chamberland,
ajustando las mariposas opuestas para que la tapa quede bien apoyada sobre la junta de
goma. Encender el mechero. Cerrar la espita, o valvula de purga, recién cuando sale un chorro
de vapor continuo pues entonces se ha logrado purgar el aparato.

A partir de este momento comienza a aumentar la presion, la que se regula y mantiene con la
altura de la llama. En San Salvador de Jujuy, como en Salta, el manémetro debe indicar 1,3
kg/cm? para alcanzar 121°C. El tiempo de funcionamiento depende de la naturaleza y volumen
del material que se esteriliza, por ejemplo es de 15 minutos para tubos con 5 a 10 mL de
medio y de 30 minutos para frascos con 500 mL del mismo.

Vigilar el autoclave durante la esterilizacion. Cumplido el tiempo, cerrar la llave de gas y
esperar hasta que la aguja del manémetro vuelva a cero, antes de abrir la espita para igualar
las presiones, interna y externa. Luego abrir la tapa.

El mismo resultado se alcanza practicamente en materiales poco contaminados, calentando a
115°C (0,9 kg/cm2 de presion manomeétrica) durante 20 minutos. Los sélidos o liquidos muy
viscosos deben ser calentandos a 121°C durante al menos 30 minutos. Si el autoclave esta
muy cargado, o los volimenes son mayores, es necesario prolongar el tiempo de
calentamiento.

Para comprobar que el autoclave alcanzé la temperatura de esterilizacion se coloca un tubo
cerrado con acido benzoico en polvo junto al material a esterilizar, si se alcanza la temperatura
de fusion (121°C) durante el proceso, quedard una masa homogénea. También suele
emplearse una suspension de endosporos en un medio nutritivo, que se incuba luego del
tratamiento (17).

Esterilizacion por aire caliente

Obturar con algodon la extremidad no aguzada de las pipetas con la ayuda de un punzén y
ponerlas en el cilindro metédlico con tapa cuidando que los agujeros de ambos coincidan, o
hacer paquetes envueltos en papel. Tapar los tubos de ensayo con algodén prensado de tal
modo que se pueda quitar y volver a colocar el tapon sin deformarlo, y reunirlos en paquetes.
Envolver separadamente con papel, cada caja de Petri cerrada.

Ubicar el material en el interior de la estufa u horno. Calentar hasta 170°C y mantener esta
temperatura durante 30 a 60 minutos segun la carga. Dejar enfriar antes de sacar el material. El
algodon y el papel toman un color amarillento (18).

Los factores que afectan a la termodestruccion pertenecen a tres tipos:

a) factores intrinsecos, por ejemplo diferencias entre cepas o especies,

entre endosporos y células somaticas;
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5"' 7 decimal

b) factores ambientales que ejercen su influencia durante el
crecimiento y la formacion de las células o los endosporos, como edad,
temperatura y medio de cultivo;

C) factores ambientales que actian durante el tratamiento térmico de
las células o los endosporos, por ejemplo pH, aw, medio de suspension, tipo
de sustrato, sales y otros compuestos organicos o inorganicos.

El orden de la termodestruccion microbiana es logaritmico, lo que permite
desarrollar combinaciones de tiempo y temperatura que aseguren un efecto
destructivo. A partir de la recta tipica de supervivencia microbiana
obtenida representando en ordenadas el logaritmo del ntumero de los
sobrevivientes y en abcisas el tiempo, se puede determinar el tiempo de
reduccion decimal (D) que es el nimero de minutos precisos para destruir
el 90% de una poblacién a una determinada temperatura. La linea recta se
extiende tedricamente hasta la zona de logaritmos negativos, por ejemplo
log 1073 = 1 célula por cada 1000 g (22).

La muerte de los microbios por una fuente de calor, u otro agente letal, se
expresan mediante la ecuacion cinética de primer orden:
N =N,.e XAt

donde N es el numero de células (ufc/g), N, el nimero inicial de células, At
el tiempo, k la constante de velocidad; luego:

2,3 . log (N/No) = — (kAt)
y entonces: At =- 12,3 log (N/Ny)] /k.

El tiempo de reduccion decimal es la constante cinética usada con mas
frecuencia en la industria de las conservas e igual a:

D=23/k
estando D y k definidos para una temperatura dada.

La interrelacion entre k y T esta relacionada
con la energia de activacion E. mediante la
ecuacion de Arrhenius:

k = g —Ea/R’I‘

donde ¢ es la constante de frecuencia, R la
constante de los gases ideales y T la

tiempo de reduccién .
temperatura en grados Kelvin.

La interrelacion entre D y T esta dada por el
valor z, que esta relacionado con Ea por la
ecuacion:

Ea=[(2,3 RTiT2) /2] 09/5

siendo T, la temperatura de referencia y T» la
del ensayo, en grados Kelvin (12).

tiempo a una temperatura constante

Figura 2.4. Curva de muerte bacteriana (22)

2.4.2. Accion de las radiaciones ionizantes

La irradiacién consiste en proyectar una cierta cantidad de energia sobre
un cuerpo para expulsar los electrones periféricos fuera de los atomos y
producir radicales libres que a su vez éstos reaccionan con otros atomos.
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El resultado es la rotura de enlaces entre los atomos y moléculas que
constituyen el material tratado. En las células, este tipo de radiacion afecta
a los acidos nucleicos y las proteinas, sin que se produzca un
calentamiento apreciable. Una baja dosis de radiacién ionizante puede
conducir a mutaciones (34).

La radiacion se expresa en rad (1 rad = 100 ergios/g), o gray (Gy = 100 rad)
que es la cantidad de energia absorbida correspondiente a un joule por kg
de sustancia ionizada. La dosis para la reduccion decimal (D) de los
endosporos de Clostridium botulinum es de 1.000-3.300 Gy, mientras que
para lograr igual efecto sobre las células de Pseudomonas putida es
suficiente una dosis de 60-110 Gy (12).

De las tres formas de radiacion ionizante, rayos X, cosmicos y gamma (Y),
se suele utilizar estos ultimos, generados en equipos que funcionan con
cobalto 60 o cesio 137 y emiten una radiacion que penetra hasta varias
decenas de centimetros permitiendo tratar productos a granel. Los rayos y
también inhiben la germinacion de las papas y las cebollas, prolongando el
tiempo de almacenamiento, y afectan a las larvas y huevos de insectos
presentes en los cereales ensilados (34).

Las radiaciones ionizantes pueden ser aplicadas a través de los envases,
evitando la recontaminacion. La mayoria de materiales de envasado son
satisfactorios para usarlos con los alimentos irradiados (22).

2.4.3. Accion de la luz ultravioleta

La luz UV es la porciéon del espectro con logitudes de onda de 100-400 nm.
La UV A (= UV larga) se extiende desde 320 a 400 nm, la UV B de 290 a
320 nm y la UV C (= UV corta) de 100 a 290 nm (37).

El rango de la radiacion UV que mas afecta a los microorganismos esta
entre 240 y 280 nm. Se utiliza para el tratamiento de las superficies
contaminadas, pues tiene poco poder de penetraciéon. Los acidos nucleicos
tienen su maximo de absorcion a 265 nm y las proteinas a 280 nm (12).

A una longitud de onda de 254 nm los endosporos bacterianos y los quistes
de protozoos son 7 a 50 y 10 a 20 veces, respectivamente, mas resistentes
que las bacterias Gram-negativas (35). Los virus son mas resistentes que
las bacterias.

El principal efecto de la luz UV es causar la formacion de dimeros en el
ADN, mediante enlaces transversales entre las pirimidinas adyacentes.
Estos dimeros alteran el proceso normal de replicacion dando como
resultado mutaciones (37).

Algunas bacterias poseen un eficiente mecanismo de fotorreactivacion para
reparar el dano causado por la radiacion UV cuando se exponen
inmediatamente después a la luz visible (36).

2.4.4. Accion de las microondas

Las microondas son una parte del espectro de ondas electromagnéticas
cuya banda de frecuencias de oscilacion se extiende desde los 500
megahertz hasta los 10 gigahertz, y se usan para generar calor interno en
diversos productos (38).
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Las moléculas de agua son dipolos eléctricos y cuando se aplica un campo
de microondas, se reorientan con cada cambio en la direccion del campo
produciendo calor por la friccion intermolecular. Las caracteristicas fisicas,
térmicas, dieléctricas del tejido biologico, su masa y la frecuencia de la
radiaciéon, causan un calentamiento diferencial de los distintos
constituyentes. Esta falta de uniformidad térmica ha limitado el uso de las
microondas para la inactivacion microbiana, pues el calentamiento
heterogéneo puede dejar puntos donde sobrevivan algunos organismos,
aunque teoricamente estas células son calentadas dentro de la matriz del
producto que las contiene. La frecuencia comtnmente usada, por diversas
razones técnicas, es 2,45 GHz (12).

2.4.5. Accion del ultrasonido

La degradacion ultrasénica es funcion de la cavitacion. Las ondas sonoras
con una longitud de 117 um y frecuencia de 250 kHz se usan para
desintegrar endosporos y células microbianas (39), pero para remover los
contaminantes de una superficie suele ser suficiente una frecuencia de 20
kHz, dependiendo del tiempo de aplicacion y la actividad del agua.

El proceso combinado Illamado manotermosonicacién, que incluye
ultrasonido (20 kHz), calor (53-58°C) y presion (175 kPa), se suele emplear
para eliminar las formas somaticas bacterianas de productos liquidos (40).

2.5. Separacion por filtracion

Las preparaciones que contienen productos sensibles al calor se esterilizan
mejor por filtracion. El material filtrante es una pelicula de ésteres de
celulosa o policarbonato cuyo tamano de poro es preciso y uniforme. Como
tiene un espesor de unos 150 um, se denomina membrana filtrante. Los
poros de los filtros mas usados tienen un diametro de 0,2 6 de 0,45 pm
para impedir el paso de las bacterias, pero no el de los virus (17).

Filtracion

El embudo desmontable se conecta a un matraz de Kitasato mediante un
tapon de goma. En la manguera saliente de la tubuladura lateral se intercala
un tubo de vidrio con algodén. Se envuelve el conjunto con papel y se
esteriliza en el autoclave.

Después, cumpliendo con las reglas de asepsia, se abre el embudo y se
coloca la membrana filtrante estéril.

Se conecta a la trompa de agua o la bomba de vacio.

El filtrado se transfiere, en condiciones de asepsia, a los tubos estériles.

Para controlar la efectividad de la filtracion se colocan dos alicuotas del
filtrado a sendos tubos de caldo nutritivo estéril que se incuban, uno a 30°C y
otro a 45°C durante 48 horas.

Si se logré la esterilizacion no debe haber desarrollo microbiano (17).

Se suele colocar la membrana preesterilizada sobre el disco que la soporta
en una unidad de filtracién estéril de vidrio o metal, pero también se
comercializan equipos filtrantes estériles para usar una sola vez (2).
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En otros tipos de filtros (porcelana, vidrio sinterizado) los microorganismos
quedan retenidos por adsorcion, ademas de la influencia del pH del liquido
sobre las cargas de los microbios y el mismo filtro (17).

Los filtros de elevada eficiencia (HEPA) permiten suministrar aire libre de
polvo y microorganismos a las camaras de siembra, y estan acoplados a un
sistema de flujo laminar.

2.6. Desinfeccion

Los desinfectantes son sustancias quimicas que matan a las células
somaticas adheridas a las superficies inanimadas, pero no necesariamente
a las formas esporuladas. Los antisépticos destruyen o inhiben el
crecimiento y la actividad de los microorganismos que estan sobre los

tejidos vivos (2).

Concentracion inhibitoria minima

Preparar una solucién al 1/10 p/v 6 v/v del compuesto en agua destilada estéril. Si se trata de
un curasemillas con un principio activo poco soluble, usar alcohol o acetona al 1/2 v/v en esta
primera dilucion. Poner 1 mL de la solucion 1/10 en cada uno de 9 tubos de ensayo estériles.

Afiadir al primer tubo 1 mL de agua destilada estéril, al segundo 2 mL, al tercero 3 mL y asi
sucesivamente hasta agregar al noveno 9 mL, para obtener diluciones que van desde 1/20 a
1/100. Transferir 1 mL de la dilucion original al 1/10, y 1 mL de cada una de las otras a sendos
tubos con 9 mL de caldo nutritivo (en el caso del desinfectante) o agua estéril (en caso del
curasemillas), comenzando por la mas diluida. Las diluciones obtenidas van de 1/100 a 1/1000.

Bacteriostatico: Afadir 0,1 a 0,3 mL de un cultivo de 24 hs en medio liquido, a un tubo con 9
mL de caldo nutritivo de manera que la turbiedad sea poco apreciable a simple vista. Luego
transferir 0,2 mL de esta suspension a cada uno de los tubos con diluciones de desinfectante
en caldo. Incubar a 35°C durante 48 hs.

Fungistatico: Agregar 3 a 5 mL de una solucion estéril al 0,05% v/v de Tween 80 a un tubo
con un cultivo de 5 dias en medio gelificado, y agitar para suspender las esporas. Afadir 0,5 a
1 mL de esta suspension a un matraz con 50 mL de medio de Sabouraud, fundido y enfriado a
45-50°C. Mezclar y volcar en cuatro cajas de Petri estériles.

Dejar enfriar y depositar discos de papel de fitro de 4 mm de didmetro previamente
humedecidos con 0,1 mL de cada dilucién del producto, a razén de tres discos por placa.
Incubar a 25-28°C durante 5 dias (25).

Bactericida es la sustancia que mata a las células bacterianas y
bacteriostatica la que impide el crecimiento y multiplicacion de las mismas.
Un agente antimicrobiano interfiere con el crecimiento y metabolismo de
los microorganismos y cuando se refiere a grupos especificos se usan los
términos antibacteriano o antifingico (17).

El espectro de microorganismos sobre los que actiia un antimicrobiano, el
modo de accion y la eficacia, dependen de sus propiedades fisicas y
quimicas. Las distintas especies de organismos difieren en la sensibilidad a
los diversos agentes. Los endosporos bacterianos son mas dificiles de
destruir que las células somaticas y los organismos encapsulados también
suelen presentar cierta resistencia. La actividad de los antimicrobianos
muy hidrofébicos puede estar limitada frente a las bacterias Gram-
negativa, a causa de los lipopolisacaridos de la capa externa.
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En general, la accion de un antimicrobiano se determina por la observacion
del crecimiento de los organismos en presencia de varias concentraciones
del mismo (41).

Varios factores influyen sobre la velocidad con que son inhibidos o
eliminados los microbios. A medida que aumenta la concentracion del
agente las células mueren mas rapido, con 4,25 g de fenol/L se requiere
unas 10 horas y con 6,04 g/L solamente 1,5 horas. Un ligero incremento
de la temperatura aumenta la eficiencia de un desinfectante por ejemplo,
para una solucién de fenol de 4,62 g/L, un incremento de 30 a 42°C
permite obtener el mismo resultado en un tiempo diez veces menor (17).

Los factores que pueden afectar la actividad de un antimicrobiano durante
los ensayos son: a) la cepa, el tamano del inoculo, la fisiologia del
microorganismo; b) la composicion, el pH, la actividad agua y el potencial
redox del medio de cultivo; c¢) la temperatura y la composicion de la
atmosfera durante la incubacion (41).

La presencia de materia organica puede reducir significativamente la
efectividad de algunos antimicrobianos, inactivandolo por combinaciéon con
el mismo o protegiendo al microorganismo al dificultar el contacto con el
desinfectante. Sin embargo, la dureza del agua no suele ejercer mayor
efecto. Cuando los microbios estan en un ambiente con un pH acido son
destruidos a temperatura mas baja y en menor tiempo, que en un medio
neutro o ligeramente alcalino. Otro factor que posibilita la desinfeccion es
un contacto efectivo y los agentes tensoactivos mejoran dicho contacto (17).

Las pruebas de la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la
concentracion letal minima (CLM) son utiles para comparar la eficacia de
diversos productos quimicos contra un organismo determinado, o la
sensibilidad de diferentes organismos a un mismo producto.

Las bacterias comunmente usadas son cepas de coleccion de Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfringens y Staphylococcus
aureus. En cuanto a los hongos se suele usar Penicillium expansum,
Aspergillus flavus o Cladosporium cladosporioides. El tamafo del inoculo
varia de 104 a 106 células bacterianas o esporas fangicas/mL, segin la
especie y la sustancia estudiada 41).

Concentracion letal minima (bactericida)

Preparar, como se indic6 arriba, una serie de tubos con 10 mL de cada una de las diluciones
del compuesto, que van desde 1/100 a 1/1000.

Adicionar a cada dilucion 0,2 mL de una suspension bacteriana preparada como se describio
arriba. Anotar la hora a la cual se agrego6 al primer tubo.

A intervalos de 2, 5, 10 y 15 minutos cargar un asa (con un diametro interno de 4 mm) de cada
dilucién y repicar en sendos tubos de medio de cultivo.

Se emplea caldo nutritivo con 0,1 % p/v de tioglicélico de sodio para neutralizar la accién del
desinfectante remanente. Incubar a 35°C durante 48 hs (42).
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Los compuestos fenoélicos pueden ser bactericidas o bacteriostaticos segiin
la concentracion usada, pero algunos son fungicidas. El alcohol etilico en
concentraciones de 60 a 90% v/v es efectivo contra células somaticas. Los
productos que contienen S a 7% p/v de hipoclorito de sodio se usan para
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higienizar diversos equipos, pero la solucion es afectada por la presencia de
materia organica o un pH alcalino.

El formaldehido es un gas que se comercializa como una solucion acuosa
entre 37 y 40 % p/v, con metanol para demorar la polimerizacion, y se
emplea en diluciones con 3 al 8% p/v. Tiene una alta actividad microbicida
y se lo suele usar para esterilizar ambientes cerrados, bajo condiciones
apropiadas pues los vapores son nocivos.

Los detergentes disminuyen la tension superficial y no son afectados por la
presencia de Ca** y Mg en las aguas ‘duras’. Los llamados anidénicos
tienen la propiedad tensoactiva en el anion, por ejemplo el lauril sulfato
sédico o los jabones, y producen la separacion mecanica de los
microorganismos al atraparlos en la espuma.

Los cationicos, como los cloruros de amonio cuaternario, son bactericidas
frente a las Gram-positivas pero tienen poca accién contra las Gram-
negativas. La CIM del cloruro de benzalconio para Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa es 0,5; 50 y 250 pg/mL
respectivamente (43).
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