TEMA-1 INTRODUCCION
1 DESARROLLO HISTORICO.

—La microbiologia es la ciencia que estudia los microorganismos, y un microorganismo 0 germen es un ser
vivo diminuto y para verlo se necesita un microscopio.

—Las acciones perjudiciales de un microorganismo pueden ser las enfermedades, que son producidas por
agente patdgeno, pero los agentes patdgenos solo son un pequefio porcentaje de todos los microorganism
son muchos mas los que producen efectos beneficiosos.

—Entre las acciones beneficiosas que estos producen se puede dar el ejemplo de los protozoos marinos los
cuales son el primer eslabén de la cadena alimenticia de algunos ecosistema acuaticos, otro ejemplo tambi
podria ser el de algunas bacterias que se encuentran en nuestro organismo, las cuales son las responsable
la sintesis de la vitamina B que actlia en el metabolismo o de la vitamina K la cual interviene en la
coagulacién. También encontramos microorganismos en el suelo los cuales son los responsables de la
transformacion de materia inorganica en organica, otros realizan la fotosintesis. Y otros son utilizados en la
industria de los alimentos para producir fermentaciones.

—los microorganismos se pueden clasificar en 5 grupos:

» 1.Bacterias las cuales son las mas numerosas.
« 2.Hongos que se subdividen en:

A. Mohos que son pluricelulares.
B. Levaduras que son unicelulares.

 3.Protozoos.
* 4.Algas.
 5.Virus que son los de menor tamafno

—La microbiologia nace con la invencién del microscopio en 1610 que se le atribuye a Galileo, pero el
primero en observar una célula fue Hooke en 1664, y ya en 1674 Leeuwenhoek fue el primero en observar
bacilo.

—Antes de creer en la microbiologia se creia en la teoria de la generacién espontanea la cual decia que tod
salia a partir de la materia inerte y en contra de esto aparecio la teoria de la biogénesis que dice que un sel
vivo solo puede preceder de otra célula viva prexistente.

—El préximo hombre importante en la historia de la microbiologia es el francés Pasteur el que demostré que
los microorganismos eran quienes contaminaban los diferentes medios. Esto coincidié con la edad de oro d
microbiologia cuyo periodo comprende desde 1861 hasta 1914, la mayoria de los acontecimientos de esta
época se deben a 2 grandes escuelas la francesa encabezada por Pasteur y la alemana en la cual destaca
nombre de Kock, en esta época se mejoraron los microscopios y se evoluciono mucho

ACONTECIMIENTOS IMPORTANTES:

—En 1861 Pasteur demostré que los microorganismos producian la alteracién de alimentos y descubri6 la
pasterizacién que consiste en aplicarle a un liquido durante un periodo de 30 minutos una temperatura de 6



grados.

—En 1865 se descubri6 la teoria infecciosa de las enfermedades, es decir, se demostré que las enfermedac
estan producidas por microorganismos este descubrimiento también se le debe a Pasteur.

—En 1876 el aleman Kock descubrié que una bacteria causaba una cierta enfermedad e ideo los medios de
cultivo. Descubrié el agente causante de la tuberculosis.

—En 1880 Pasteur descubrié el fundamento de las vacunas mediante la inyeccién de bacterias viejas, las
cuales, habian perdido la capacidad de producir la enfermedad pero en cambio inducian a la inmunidad frel
a los ataques de bacterias jévenes. Se conoce como vacunacion debido a que en 1800 Jenner fue el prime
aplicarla y descubrié que las personas que ordefiaban las vacas eran inmunes a una enfermedad y el cogic
raspados de vacas muertas para inocular a la gente.

—Después de todos estos acontecimientos la quimioterapia que nace alrededor de 1890 fue una técnica mu
utilizada; esta técnica consistia en la busca de sustancias quimicas para destruir a diversos microorganism

Esta técnica se puede dividir a su vez en 2 técnicas mas:

1.La quimica de sintesis en la cual se probaba una bacteria con una sustancia sintetizada.
—En 1910 se descubri6 el Salvansaw efectivo contra la sifilis.

—En 1930 se descubren las sulfamidas.

2.La natural la cual utiliza agentes quimicos naturales como son los antibidticos.

—En 1928 se descubre la penicilina, este descubrimiento fue casual.

EDAD MODERNA

Cabe destacar como precursor la invencion del microscopio electrénico en 1940.

—En 1940 Florey, Chain y Fleming consiguen sintetizar la penicilina en forma cristalina, por este trabajo
recibieron en 1945 el premio Nébel.

—En 1960 se descubre el interferol que puede inhibir la replicacién de algunos virus el interferol esta en
nuestro propio organismo.

—En esta época nace la virologia que es la ciencia dedicada al estudio de los virus. El primer virus fue
descubierto por Dimitri lIwanoski y fue el del polio del tabaco.

EDAD ACTUAL

Nace la tecnologia del ADN recombinante y surgen 2 ramas la genética y la biologia molecular.
-1944 McLead, McCartry y Awery descubren que el ADN es el material genético de las bacterias.
-1953 Watson y Crickdescubren la estructura del ADN y como se replica.

Estos dos hechos abrieron el camino de la denominacion de ADN recombinante, que es la unién de
fragmentos de ADN (genes) de origen vegetal o animal que son unidos a otros genes bacterianos, entonce



este ADN recibe el nombre de ADNhibrido. El cual se le introduce a la bacteria y esta lo toma como propio
empieza a sintetizar las proteinas ordenadas.

2.CLASIFICACION DE LOS SERES VIVOS.

-Linneo fue el primer taxdnomo que clasifico a los seres vivos, y el lo hizo en 2 grandes grupos el reino de
los animales y el reino de las plantas, esta clasificacién data del siglo XVIII.

—En el XI1X Haeckel dijo que eran 3 los reinos: el animal, el vegetal y el protista que estaba formado por
bacterias, hongos, protozoos y algas.

—En 1970 Whitaker afiadié 2 reinos mas y los clasifico en reino plantae, animalia, protoctista, algae y mone

-Y en 1980 Woese secuencio el ARN ribosémico que participa en la sintesis de las proteinas y concluyé er
gue solo existian 3 reinos que son Archaea, bacteria y eukaya. El Archaea formado por raras bacterias con
las metandgenas que producen CH4 olas acidotermofilas y sulfurosas. En los eukaya incluyo algas, animals
protozoos, hongos, debido a que tenemos similar molécula de ARN ribosémico.

3.RELACIONES EVOLUTIVAS

—No hay un acuerdo claro sobre el origen de la vida pero si se sabe que hubo un organismo llamado
antepasado comun y evolucionamos los 3 reinos a partir de el, animales y plantas que son macroorganismc
evolucionaron a partir de algas, hongos y protozoos. La diferencia es que Archae y Bacteriae son procariot:

MIRAR DIFERENCIAS ENTRE CELULA EUCARIOTA Y PROCARIOTA.
TEMA-2 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA CELULA PROCARIOTICA.

1. MORFOLOGIA, DISPOSICION Y TAMANO DE LOS MICROORGANISMOS.

* MORFOLOGIA:

La forma de las bacterias es muy variada, en general se pueden dividir en 3 tipos:

« Esféricas: pueden ser una esfera perfecta, achatada por los polos 0 achatada por los planos, recibe
nombre de cocos.

« Bastones: son mas 0 menos alargados y reciben el nombre de bacilos. Dentro de ellos se pueden
realizar otras subdivisiones.

« Vibuos; bacterias acuaticas con forma de coma ejemplo Viburo Cholerae (colera).
« Esperilo.
 Espiroquitas; muchas espirales; ejemplo Treponema pallidum causante de la sifilis.

» Cocobacilos: forma de coco y bacilo
« Otras formas podrian ser la de estrella y en cuadrado.

B. FORMA DE DISPOSICION BACTERIANA:

La célula madre se alarga después se duplica su ADN, sigue alargandose longitudinalmente. Una célula hij
va a un polo de la célula. En el centro se forma el septo transversal, una barrera que divide a 2 células hijas
gue pueden separarse 0 quedarse juntas.



DISPOSICION DE LOS COCOS

* Si la célula se divide por un plano 2 veces es diplococo como p.ej. Streptococcus puenmoniae.

* Si la célula se divide en un plano varias veces se forma un estreptococo, forman cocos en cadenas

* Si la célula se divide por 2 planos se forman 4 cocos (tétrada)

« Si la célula se divide por 3 planos regulares se forman 8 cocos, formando un cubo (sarcina)

« Si la célula se divide por 3 planos irregulares se forma un cocos en forma de racimo (estafilococo),
p.ej. Sthaphylococcus aunens.

DISPOSICION DE LOS BACILOS:
Los bacilos se pueden clasificar por su disposicién de la siguiente manera:

» Cuando forman cadenas en forma de empalizada (acordedn) p.ej. Corynebacterium diplitenae.
« Cuando los bacilos se disponen en forma de cadenas (estreptobacilos) p.ej. Bacillus cereus.

C. TAMANO DE LAS BACTERIAS.

» Cocos Van de 0,25 m a 3 m de diametro, pero su diametro medio es de 1 m

« Bacilos: Altura de 0,25 a 8 m, pero su media es de 1 m. Su anchura va desde 1 m hasta 50 m, su
media es de 2 m.

« Esperilo (bacilo curvado) tiene una altura de 1 m de media y una anchura de 5 m de media.

El bacilo es visible a simple vista y es la Unica bacteria descubierta hasta el momento que se ve a simple vi
es el Thomargauta namibiensis que no es patégeno tiene unas medidas de 100 m de alto por 700 m de
ancho.

Otros ejemplos podrian ser Oscillatona 8x50 m el Bacillus megatenum 1,5x4 m o E. Coli 1x3 m.

ESTRUCTURAS DE LAS CELULAS DE LAS BACTERIAS.

Las inclusiones citoplasmaticas pueden ser de diversos tipos:

» Granulos de azufre

» Granulos de PHB

» Granulos de polifosfatos
» Granulos de glicogeno

» Granulos de almidén

« Vacuolas de gas.

Los organulos exteriores pueden ser



» Capsulas (no todas tienen)
» Cilios y flagelos en un extremo de la célula.
« Fimbrios o pelos solo en algunas bacterias.

La capsula es una capa mucilaginosa (viscosa, pegajosa) formada por polisacaridos unidos entre si, tambié
puede estar formada por polipéptidos, e incluso por una mezcla de ambos.

Sus funciones son:

» Almacén de reserva de nutrientes como (como despensa para las bacterias)

« Lugar de desecho de nutrientes para otras bacterias.

» Causan enfermedad si tienen capsula este es su factor de virulencia.

« Los fagocitos que son leucocitos, engloban la bacteria por fagocitosis y la digieren

» Gracias a la capsula se fijan a superficies soélidas para poder sobrevivir.
Para poder determinar la presencia de la capsula en las bacterias hay que hacer una tincién negativa (en I
de ver en color vemos en blanco). En la tincién de usa tinta china o india; de color rosa también se puede
utilizar violeta de cristal.
PARED CELULAR
Estructura sumergida. Su funcion es la de dar forma y consistencia a la bacteria.
La bacteria en medio natural esta en medio liquido, regula la osmosis permitiendo el paso o la salida de
sustancias dependiendo de la diferencia de concentracion entre el medio interno y el externo mediante la
0Smosis.
Su grosor depende de la bacteria. Va de 10 a 25 m, la media es de 15 m.
La pared celular no es igual en todas las bacterias, y esto fue descubierto en 1884 por H.C.Gram, observar
gue unas se tefiian de rojo y otras de violeta. Asi se clasificaron en Gram-y en Gram+ , las cuales son
guimicamente distintas.

Las Gram+ tienen un 90% de péptido glicano y un 10% de &cidos teicoicos. Principales antigenos.

Las Gram- no tienen &cidos teicoicos y estan formadas por una membrana externa compuesta por
liposacaridos, lipoproteinas y fosfolipidos, y también un 10% de péptido glicano.

Esta ultima capa es una barrera contra agentes como loa penicilina y lisozima, porque para destruirla hay g
destruir el EDTA presente en las porinas.

también es una barrera contra metales téxicos, desinfectantes y contra los fagocitos.

Constituye una membrana de circulacién de nutrientes (semipermeables), los nutrientes entran a través de
canales huecos de las parinas, que son inespecificas y cualquiera que sea de pequefio tamafio entrara.
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PEPTIDO GLICANO

Es un mucopolisacarido formado por cadenas repetidas de un disacérido al que se le unen una cadena de
tetrapeptidos formando una estructura tridimensional o de andamio. Los azucares son el N-acetil
Glucosamina G y el acido N—acetil muramico M
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Hay enzimas que destruyen el péptido glicano como el lisozima enzima natural que las células nuestras los
tienen en las lagrimas , 0 mocos como defensa. El lisozima rompe los enlaces 1,4 que hacen que
permanezcan unidos los azucares.

La penicilina rompe el enlace transversal peptidico antibidtico, y lo hace transpeptidizando, es decir
impidiendo que se forme en enlace peptidico, pero si esta formado no lo puede romper.



La lisozima destruye a la célula madre y a las células hijas, en cambio la penicilina no puede destruir a la
célula madre pero si a las hijas.

RESISTENCIA

—La resistencia en las + es baja, y en las - es alta, pero si se habla de resistencia a la rotura fisica, las + sc
mas resistentes que las—, debido a su espesor.

La lisis es la rotura de la pared celular y la posterior explosién, debido a la falta de esta por osmasis en un
medio hipoténico.

En un medio hipertdnico todo el contenido intracelular sale fuera y aparece una bacteria sin pared celular, y
sus trozos de pared.

En la naturaleza solo existe un genero de bacterias sin pared celular el Micoplasma, todas las demas tienel
pared.

TEMA-3 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA CELULA PROCARIOTA I
1.MEMBRANA CITOPLASMATICA

Es una membrana muy flexible y su espesor es de aproximadamente la mitad de la pared celular unos 8
micrémetros, esta compuesta por un 60% de fosfolipidos y un 40% de proteinas.

La forman 2 capas de fosfolipidos (bicapa fosfolipidica). Un fosfolipido esta compuesto por una parte polar
una parte apolar, la parte polar es el glicerol y es la parte hidr6fila, la parte del lipido es apolar y es hidr6fob

La bicapa esta formada por 2 filas paralelas, en las cuales se unen las cabezas polares hacia fuera y las co
hacia dentro. También tienen proteinas que pueden ser de 2 tipos integrales (atraviesan la membrana, y
reciben el nombre de transportadoras) y estructurales que se encuentran en la superficie.

La membrana es muy flexible, fluida y recibe el nombre de mosaico de fluido.

La membrana se puede destruir mediante polimixina
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FUNCIONES DE LA MEMBRANA PLASMATICA

La membrana constituye una barrera semipermeable selectiva de nutrientes. Las moléculas pequefas entr:
facilmente y reciben el nombre de transporte pasivo (moléculas pequefias, iones, agua...) a favor de gradie
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de concentracion.

Activamente una célula introduce un nutriente en contra de gradiente de concentracién consumiendo ATP.
Para ello la proteina cambia de conformacion.

Hay 3 tipos de proteinas transportadoras; la que introduce un nutriente de exterior al interior o viceversa
recibe el nombre de uniportadora, la que introduce o secreta 2 nutrientes a la vez recibe el nombre de
simportadora y por ultimo las antiportadoras que permiten a la vez el paso de nutrientes uno al exterior y el
otro al interior.

Otra funcion seria la de situar los citocromos, que son componentes de la cadena de e- intracelular mediar
la cual se genera ATP. Pues estan en la membrana plasmatica.

También se localizan en ella los cromatoforos, que son unos granulos de reserva de pigmentos y enzimas
fotosintéticos (estan en las membranas de bacterias fotosintéticas p.ej. en las Cianobacterias)

DIFERENCIAS ENTRE LA MEMBRANA DE BACTERIAS Y UNA EUCARIOTA.

La diferencia esta en que las eucariotas hay esteroles los cuales dan rigidez a la membrana, la presencia d
esteroles en las bacterias solo se da en las Micoplasmas.

2. MESOSOMAS
Son unos plegamientos, los cuales no se sabe exactamente cual es su funcién y hay diversas teorias:

» Una de las teorias dice que los mesosomas aparecen al reproducirse la bacteria y creen que tiene c
ver con la formacion del septo transversal y la separacion de las 2 copias del ADN.

« Otros dicen que serian un lugar de almacenamiento de nutrientes

« Otros gque segregan enzimas al exterior

* Y la que se piensa que es mas cierta, es la que piensa que los mesosomas son artefactos que surg
realizar las preparaciones en el microscopio, y no sirven para nada.

CITOPLASMA

Es la parte de la célula que se extiende en el interior de la membrana citoplasmatica, es semitransparente,
espesa y bastante elastica.

Tiene aspecto granuloso y esta compuesta por un 80% de agua y el resto son azucares, lipidos, proteinas,
iones organicos...

Su funcioén es la de alojar estructuras como los ribosomas, ADN, granulos de reserva de materiales como le
inclusiones.

RIBOSOMAS

En los procariotas son 70S, y esta formado por 2 subunidades un 50S y la otra 30S. La S viene de Svedber
indica la velocidad relativa con la que los ribosomas son centrifugados a velocidades ultrarrapidas.

estan compuestos por un 60% de proteinas especificas y un 40% de ARNRIBOSOMICO.

Las 50S estan formadas por 2 moléculas de ARNRIBOSOMICO, la mas grande es 23Sy la pequefia es 5S
también esta compuesto por 35 proteinas especificas.



Las 30S estan formadas por 1 molécula de ARNribosomico que es 16S y 20proteinas especificas.
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Su funcion es la de sintetizar las proteinas.

Los agentes microbianos que actian a nivel de ribosomas son los tetraciclinos, estreptomicina, y neomicine
los cuales impiden el acoplamiento de las 2 unidades de ribosomas por lo tanto inhiben la sintesis de
proteinas.

REGION NUCLEAR (NUCLEOIDE)

En realidad no existe en procariotas, ya que no esta delimitado por una membrana, y en este caso se refier
ADN, también llamado cromosoma bacteriano solo hay un cromosoma en las bacterias.

Es una molécula idnica, larga, circular de ADN bicatenario.
El ADN contiene la informacion genética de la célula. Las 2 cadenas se ensamblan para formar una estruct
de doble hélice. Las unidades de ADN son los nucleétidos y estan se pueden dividir en 3 partes, 1 grupo

fosfato, la desoxirribosa, y una base nitrogenadas. Las bases son 4 adenina, guanina, timina y citosina.

La doble hélice se forma por la unién de fosfato—azucar entre nucle6tidos alternos. Esto seria el esqueleto
azucarado del ADN.
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Los enlaces entre las bases son especifico A-T G-C.

Esta estructura esta retorcida formando una escalera de caracol, donde la barandilla serian los fosfatos y
azucares, y los peldafos serian los nucleoétidos.
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Su funcién es la de contener la informacion genética en 1 gen hay de 1000 a 2000 nucleétidos.
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Los agentes microbianos que actlan pueden ser la luz ultravioleta impidiendo la copia de la molécula de
ADN.

Un plasmido es una molécula de ADN bicatenaria de menor tamafio posee entre50 y 100 genes. Se replica
independientemente del cromosoma principal y tiene la funcidén de poseer los genes que caodifican la
resistencia a antibidticos, toxinas 0 metales pesados mediante la conjugacion bacteriana.

INCLUSIONES CITOPLASMATICAS
Son granulos de reserva organica o inorganicos, que estan incrustados en el citoplasma.
ORGANICOS

« PHB son depdésitos de grasa de PHB(es un polimetro de 4cido poli- —hidroxi—butirato, formado por
acido poli- —hidroxi—butirico) hasta 60moleculas se unen para formarlo en enlace tipo ester. Su
funcion es la de ser fuente de reserva de C y energia para la célula, por lo tanto en condiciones
normales no se les utiliza. SE tifien con Negro Sudan.

* granulos de almidon o glicégeno: Son granos de reserva de azucares se utilizan también como rese
de Cy fuente de ATP, estos se observan tifiendolos con yodo.

INORGANICOS

* Polifosfatos: son granulos de volutina o metacromaticos, que son reservas de fosfatos inorganicos, |
lo tanto son una fuente de energia ya que, los Pi son utilizados en la sintesis del ATP.

« granulos de S lo utilizan los Chiobacillus que oxidan el S para obtener energia. Su funcién es la de ¢
una fuente de energia.

* Vacuolas de gas, no se pueden considerar inorganicos ni organicos. Son unas cavidades huecas qt
tienen las bacterias acuéticas, formadas por varias filas de vesiculas gaseosas, que son cilindros
huecos revestidos de proteina. Su funcion es la de mantener la flotabilidad de las bacterias acuatica
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permanecer a la profundidad adecuada para tomar oxigeno, nutrientes y luz.
TEMA-4 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA CELULA PROCARIOTA IIl.
LOS FLAGELOS

Son apéndices filamentosos que poseen las bacterias acuaticas. Mediante estos se mueven, por lo tanto, s
funcion es la de ser el aparato locomotor de las bacterias acuaticas. Son muy finos y largos y estan ancladc
la pared celular. Pueden llegar a medir hasta 20 veces la longitud de la célula. P. Ej. La E.coli mide 1
micrémetro y sus flagelos llegan a medir 20 micrometros. Son visibles al microscopio electrénico y al éptico
es dificil de verlos. Su tincidn se realiza mediante la adicién de AgNOS3 porque se concentra en las paredes
flagelo y lo hace un poco mas gordo permitiendo su vision. El flagelo crece del apice. Solo lo poseen las
acuaticas y ademas algunas no acudaticas, pero muy pocas p.ej. Proteus vulgarius. Las bacterias se pueder
clasificar por sus flagelos en:

« Atrica: No tienen flagelos

« Monotrica: Solo 1 flagelo p.ej. genero Campylobacter.

« Anfitrica: 2 flagelos cada uno en un polo p.ej. genero Spirillum.

« Lofotricas: 2 o mas flagelos en un extremo o en las 2 p.ej. Chromatium

« Peritricas: Toda la superficie celular recubierta de flagelos p.ej. Samonella.

Un flagelo se puede dividir en 3 partes:

 Filamento: Compuesto por una proteina llamada flagelina, formada por 8 subunidades de flagelina, esta
hueco para permitir el crecimiento del filamento.
» Gancho: Que le dota de la capacidad de rotacion, esta conectado al cuerpo basal.

3. Cuerpo basal: Formado por el eje central, proteinas y un sistema de anillos; este sistema es diferente en
caso de las GRAM-y las + las primeras tendran 4 y las + 2.

Los anillos del cuerpo basal estan anclados dependiendo de su posicién, el mas externo esta en la capa m
externa de las Gram- y recibe el nombre de L, el 2° es el P y esta anclado al péptido glicano, por debajo es
en la membrana citoplasmatica el S y M. En las Gram+ ambos estan anclados a la membrana citoplasmatic
reciben los nombres de My S.

Los responsables del movimiento son 2 proteinas. Al lado de los 2 anillos hay proteinas Mot, que son
causantes del movimiento de los flagelos, y debajo del M hay una proteina llamada fli que es la conmutadol
del movimiento (cambia el sentido del movimiento). La proteina Mot origina el movimiento haciendo que S
M se muevan y al estar conectados por un eje central hacen que se muevan el L y P arrastrando al gancho
por ultimo al flagelo exterior.

Cuando la bacteria se mueve en una sola direccién recibe el nombre de movimiento en carrera, es tipico de
bacterias que poseen muchos flagelos.

Los que tienen pocos flagelos cambian de sentido realizando unos movimientos que son conocidos como
tumbos y volteretas.

Las bacterias se mueven por estimulos que le vienen del medio exterior, los cuales son llamados taxias.
Pueden ser tanto fisicos como quimicos; si es quimico recibe el nombre de quimiotaxia y si es fisico recibe
nombre de fototaxia. Las bacterias llegan hasta 50micrometors por segundo, siendo unas velocidades muy
altas.
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Otros movimientos serian por deslizamiento o reptacidn, pero estos no tienen flagelos.

El movimiento de las spiroguetas, que se mueven porque tienen unos filamentos axiales que reciben el
nombre de axiostilos. Son unos filamentos que van de un extremo a otro, es contractil y tienen capacidad d
rotacion, producen movimiento en carrera o dando tumbos.

PELOS O FIMBRIAS

Son estructuras filamentosas, son mas cortos, mas finos y mas numerosos que los flagelos que rodean a le
bacteria completamente, se llaman fimbrias o pelos, su funcion es la de ser aparatos de adhesién a superfis
soélidas p.ej. Neisseria gareshacea o la salmonella que se adhiere al intestino asi.

Estos pelos estan formados por una proteina llamada pilina o vellosina y no crecen desde el extremo, si no
desde la base. Otra diferencia es que al hacer un corte transversal de la pilina a se ven 3 subunidades de p
y un hueco, mientras en un flagelo se ven 8.

El pelo F esta implicado en el mecanismo de la conjugacién bacteriana. Este pelo es mucho mas grueso y
largo que un flagelo. La conjugacién bacteriana es un proceso que esta mediado por un plasmido. Se dice ¢
una bacteria es F+ y tiene un plasmido que contienen a su vez un gen responsable de la sintesis del pelo, ¢
F- o receptoras solo tienen el cromosoma principal no tienen plasmido, al transferirselo seran F+.

Para que se produzca tienen que haber contacto fisico, activandose el gen y aparecen unas conjugaciones
F+. La funcién del pelo es la de mantener el contacto. Es hueco porgue a través de el pasa el plasmido. Un
vez producida la transferencia el pelo se desenrolla y vuelve a su sitio acabando el proceso.

ENDOSPORA BACTERIANA.

La espora es una forma de latencia o resistencia que algunas GRAM+ forman en su interior, a consecuenci
de las condiciones medioambientales adversas; es decir, una alta temperatura, la deshidratacion o la falta c
nutrientes. Cuando las condiciones son favorables se produce la germinacién de la célula. Es decir, el pasc
la célula vegetativa a espora es la esporagénesis que puede durar mucho tiempo y en condiciones favorabl
se realiza el proceso inverso la germinacion. Algunas bacterias aerobias o anaerobias son capaces de reali
esto el Clostridium tetano el Clostridium botulieum (super letal). Esto no es una forma de reproduccion si nc
una herramienta para facilitar la supervivencia.

Las esporas son termoresistentes , muy resistentes a la falta de agua y también son muy resistentes a las
radiaciones UV, también a los agentes quimicos como antibiéticos, desinfectantes, enzimas y detergentes.
Hay un bacilo que da lugar a 5 esporas es el Bacillus polispora. Segin se la forma la disposicién de las
esporas las bacterias se pueden clasificar en:

 Esporas esféricas o redondas Clostrium tetan.
» Esporas ovoides Bacillius cereus.

Pueden disponer la espora en forma central, terminal (en un extremo) o subterminal (ni el extremo ni en el
centro)

Normalmente la espora se forma en el interior, pero hay algunos bacilos que dan esporas mas grandes de |
habitual, si se disponen en terminal y son redondas se les conoce como palillo de tambor. Si son ovoides y
terminales deformantes son raguetas.

Mediante la tincién de esporas (2 colorantes) se ve de rosa la célula vegetativa y de verde la espora.
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La composicién de las espora es muy distinta a la de la célula vegetativa. En una espora hay un 60% de ag
en una célula 90% de agua. Una espora tiene muy pocos polisacaridos, menos que la vegetativa, pero pos
proteinas y grasas. LAs proteinas + abundantes son las que tienen el aminoacido cisteina(puentes de disul
el enlace es muy fuerte y es el responsable de la resistencia a la radiacion solar. La espora tiene el 90% de
enzimas que una vegetativa, pero estan inertes, su actividad metabélica es casi nula. Tiene en su interior g
cantidad de iones Ca+ y tiene un compuesto que solo esta presente en ellas es el acido dipicolinico . La
asociacion de iones Ca+ y el acido forma el dipicolinato que son largas cadenas muy resistentes alas T. Le
pared de la espora es muy gruesa, pero en el interior tiene su genoma completo, su ADN, moléculas de AR
ribosomas, inclusiones citoplasmaticas. Su pared esta formada por unas capas extras y es la responsable ¢
resistencia e enzimas, antibiéticos.... En primer lugar tiene una capa llamada cortex o corteza formada por
péptido glicano, a continuacion otra capa llamada acuticula formada solo por proteinas, la cual se divide en
envolturas interna y externa, ademas de estos 2 hay otra mucho mas gruesa que es el exosporio formado
lipoproteinas y acido teitoico.

TEMA-5 OBSERVACION DE MICROORGANISMOS
* TIPOS DE MICROORGANISMOS

SIMPLE(1 lente)

OPTICA cristal del ocular

COMPUESTO(2lentes)

Lentes del objetivo

Transmision (100000 aumentos)

ELECTRONICO

Barrido (10000 aumentos)

La diferencia entre los aparatos esta en el poder de resolucidn. El ojo humano distingue objetos inferiores &
mm. Con el compuesto se puede llegar a 0,2 m con el electrénico 1nm, es decir tamafos moleculares.

MICROSCOPIA OPTICA COMPUESTA

Utiliza La luz blanca y esta formado por: la base, juego de lentes de vidrio (condensador, que concentra la |
sobre la muestra. El condensador tiene un diafragma que nos permite regular la luz), platino (donde ponem
la muestra) lentes de objetivos (donde se forma la imagen) esta, se encuentra en una placa giratoria
denominada revolver. Un microscopio compuesto posee 4 objetivos: 4-6x, 10x, 40x y 100x, en las que se
utiliza aceite de inmersion. Arriba tenemos otra lente, que es el ocular que normalmente tiene un poder de
10x.

El numero de aumentos total se halla multiplicando el nimero de aumentos del ocular por el numero de
aumentos que halla puesto en la lente del revélver.

Los aumentos superiores a 1000 no poseen gran nitidez por lo que no se utilizan.
Conceptos:

» Poder de resolucion: Es la capacidad que tiene el microscopio de mostrar desiguales y separados 2
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objetos que se encuentran muy préximos entres si. Cuanto mayor sea el poder de resolucién mayor
nitidez y definicion del microorganismo. Se expresa en m y matematicamente se puede expresar
como:

(luz blanca)

2 AN (apertura numérica)

» Apertura numérica : ca objetivo tiene su apertura numérica. Viene expresada x= AN= n-sen, siendo
n el indice de refraccién que existe entre el objetivo y la muestra. Y es el semiangulo del cono de
luz que penetra en el objetivo.

« indice de refraccion es la velocidad media que alcanza la luz cuando atraviesa un objeto. Cuanto
mayor es la apertura numérica mayor es el poder de resolucién del microscopio. Siempre que un ra
atraviesa 2 medios con distintos indices de refraccion se desvia, por eso se pone el aceite, ya que €
tiene el mismo indice de refraccion que el vidrio 1,52, y asi evita la perdida de luz.

« Limite de resolucion: Se define como el objeto mas pequefio que podemos ver con el microscopio,
para calcularlo se utiliza la formula antes puesta.

» Profundidad de campo: es el espesor de la preparacion enfocada al microscopio. Cuanto mayor sea
numero de aumentos del objeto menor sera la profundidad de campo.

« Area de campo de un microscopio: Es el diametro de la preparacién observada al microscopio. Se
expresa en mm. Cuanto mayor es el numero de aumentos del objetivo menor es el area de campo.

Dentro de la microscopia compuesta se pueden distinguir 4 tipos:

« Campo claro: Las bacterias se ven fuertemente iluminadas. Es la mas frecuente. Un microorganismo se
observa sobre fondo fuertemente iluminado.

» De contraste de fases: Tiene un condensador y un objetivo especiales porque tiene un diafragma anular
impidiendo que la luz directa incida sobre la muestra, solo inciden los rayos laterales. Los rayos que no
chocan contra la bacteria por el anillo de contraste , en cambio el que choca tarda mas en llegar al objetiy
Cuando llegan al anillo de contraste se retrasan en su longitud de onda. Ese retraso de fases hace que s
a la bacteria con diferentes contrates y brillos. Esta microscopia fue descubierta por un fisico llamado Fri:
Zernike, es importante porque se pueden observar el microorganismo vivo y se puede ver la estructura d
bacteria con detalle.

« De campo oscuro: No hace falta tefiir, se disefio para ver los microorganismos vivos y fue importante par
ver la bacteria causante de la sifilis. En su condensador hay un diafragma anular de campo oscuro que s
deja pasar los rayos extremadamente laterales, con un angulo tal que llegan a la muestra y salen desviac

* De fluorescencia: Con luz ultravioleta. Tiene unos filtros de retencién de ultravioleta que un microscopio
normal no tiene .

La fluorescencia es la capacidad que tienen algunas sustancias de emitir una luz con una longitud de onda
cae dentro del espectro visible rojo o verde, cuando se hace incidir una luz de una longitud de onda menor
como puede ser la ultravioleta.

Hay algunas bacterias que son fluorescentes de forma natural pero no todas lo son por lo que se hace una
tincién con colorantes fluorescentes ( fluorocromos), a la tincion se le denomina inmunofluorescencia. Esto
utiliza mucho en microbiologia clinica. Se ponen los filtros de retencién para que la luz ultravioleta no nos
gueme los ojos, por eso en el fondo es oscuro.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se puede llegar a ver 1 nm, hay 2 tipos de transmision y de barrido:
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» Transmision: Se consiguen hasta 100.000 aumentos. Las diferencias entre este y la microscopia 6p
es que la luz se sustituye por electrones, las lentes del objetivo se sustituyen por una placa fotografi
0 una pantalla fluorescente. Dentro del microscopio tiene que formarse el vacié. El poder de
resolucion es mucho mejor que es los opticos, ya que la longitud de onda es 100.000 veces menor (
la de la luz, es decir, es de = 0,005nm. Arriba del todo tenemos una corriente de electrones, estos
atraviesan la lente del condensador, llegan a la muestra la atraviesan, llegan al objetivo y al final
llegan a la placa fotografica donde se puede ver la muestra. El problema es que los electrones tiene
poco poder de penetracion por lo que utilizando unos aparatos denominados micr6tomos se hacen
cortes muy finos de las bacterias y se ponen en una rejilla de cobre y ademas se tifien de uranio,
lentano, plomo, trulisteno o se espolvorean con carbono 14 (criofactura) que es como se hace un ca
de la estructura de la bacteria. Esta microscopia se utiliza en el estudio detallado de las estructuras
internas celulares.

« Barrido: Se consiguen entre 10.000 y 100.000 aumentos, se obtiene en una pantalla de television. L
diferencia es que la muestra esta abajo del todo donde los electrones secundarios barren la superfic
de la muestra y estos se recogen en la pantalla de televisor donde obtengo en la pantalla de TV une
imagen tridimensional de la muestra.

« Los electrones secundarios son arrancados por los primarios cuando llegan a la muestra. Los
primarios hacen el mismo recorrido que el microscopio de transmision.

« A veces para asegurar que se arrancan los electrones secundarios se tifie la muestra con oro o plat
de ahi lo caro de este tipo de microscopia. La aplicacion principal es la observacion se las estructur:
celulares externas.

TEMA 7 NUTRICION

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES: C,O,N,H,P,S

La nutricién es el fendmeno fisioldégico que aporta a la célula el material necesario para que la bacteria reali
sus funciones vitales, ese material necesario son los nutrientes. Estos tienen que atravesar su pared celula

mediante el transporte que puede ser activo 0 pasivo.

Los elementos que vemos en la bacteria son los que necesita. Del 80 al 90% de la célula es agua y el restc
Su peso seco.

% de peso seco |[Composicion quimica
50 Carbono

20 Oxigeno

14 Nitrégeno

8 Hidrégeno

3 Fésforo

1 Azufre

10-3-10-4 Macronutrientes *
10-6 Micronutrientes *2

» *Macronutrientes: Son los iones que la célula necesita en concentraciones muy bajas ( Na, Ca, Mg ¢
Fe)
« *2 Micronutrientes: Co, Cu, ZN, Mn, Mo
FACTORES ORGANICOS DEL CRECIMIENTO

Son compuestos organicos que algunas bacterias necesitan para vivir en cantidades muy pequefias, no lo
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pueden sintetizar ej. PABA, acido folico, acido nicotilico, acido pantoténico, biotina, todas las vitaminas del
complejo B6, la B, la D12, la K. Las bacterias que precisan de estos factores para crecer reciben el nombre
auxotrofod, y los que no lo necesitan reciben el nombre de protofos.

FUENTES DE CARBONO

Fuente deFuent,e de Tipo de bacteria Nombre Ejemplos
C energia
Autotrofas s
C02 Luz fotolitotrofas B_ac. Fotosmtetlcas, algasy
o cianobacterias
fotosintéticas
Redox Autotrofas o Bacterias de H2, nitrificantes|y
COo2 . L L quimiolitotropas
(inorganicos |quimiosintéticas del S
co Luz Hete_rotr,o_fas fotorganotrofas Bacterias rojas y verdes no del
fotosintéticas S
Redox Heterotrofas o Bacterias restantes, protozoqs,
CcoO . T guimiorganotrofas )
(organicos) guimiosintetica hongos y animales

El Oxigeno.
Las bacterias se pueden clasificar por la necesidad de Oxigeno de la siguiente manera:
 Aerobias estrictas: Necesitan el oxigeno atmosférico, si no pueden vivir.
» Microaerobios: Son las bacterias que necesitan oxigeno pero en una concentracion menor que la de
aire.

» Anaerobias: las hay de dos tipos

 Facultativas son aerobios que necesitan oxigeno pero si no lo hay utilizan la fermentacion.
« Estrictos: en ausencia de oxigeno.

No todas las bacterias necesitan oxigeno, porque nosotros durante la respiracion producimos O2-, OH-, O
(lon peroxidos), son muy reactivos y se van robando uno a otro e—, formando una cadena y esto mata a las
células. Nosotros tenemos enzimas como la catalosa y la dismutosa que catalizan esta reaccion.

EL NITROGENO

Es importante para la sintesis del las proteinas, del ADN, el ARN...

FUENTES DE NITROGENO

N2 NH3 son los fijadores del nitrégeno una vez en el suelo.

NH3 + H20 NH4 NO2- NO3- nitrificantes

NO3- N2 bacterias desalinizadores.

EL HIDROGENO

Lo toman de la fermentacion de los azucares de los polisacaridos.

EL FOSFORO
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Es importante para construir ADN, ARN, Fosfolipidos, ATP y se toma en formas de PO3-

AZUFRE

Hay muchas proteinas azufradas. Lo obtienen del SO4-.

TEMA 8 CRECIMIENTO

El crecimiento es el aumento ordenado de los constituyentes y las estructuras de la bacteria, hace que se
produzca un aumento del tamafio y el peso de las células, pero en las bacterias viene acompafiado de la

division celular por lo tanto es Unico porque implica un aumento del numero de individuos. El crecimiento de
la bacteria es exponencial. A el tiempo t se le llama tiempo de generacién, n es el numero de generaciones

El n° total de bacterias que crecen se halla mediante la formula

Nt= NO-2n

Aplicando logaritmos:

n=lognt-logn0

Log2

K=1

T

Donde k es la velocidad de crecimiento y t es el tiempo de generacion.
K=n

T
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CURVA DE CRECIMIENTO GENERAL

La fase a es la fase de latencia, las bacterias necesitan organizar sus enzimas, esta fase puede ser mas cc
mas larga dependiendo del grupo de bacterias. Cuanto mayor sea el tiempo de generacion mayor es la fast
latencia, otro factor que influye es la edad, una célula joven tiene fases de latencia mas cortas que una viej
la célula joven le cuesta menos arrancar, otro factor seria la temperatura, ya que cuanto mas se aproxime &
temperatura optima mas pequefio serd la fase de latencia.

La fase b se llama fase de crecimiento, empieza a dividirse las bacterias hasta que coincide con el n°® maxir
de células (dura entre 10 y 15 generaciones) esta fase depende de la T ( tiempo de generacién), a mayor T
menor crecimiento, también depende de la temperatura, como en la fase a, cuanto mas se aproxime a la
temperatura optima mayor crecimiento tendra, y de los nutrientes en el medio, si los hay crecera, del espac
de la ausencia de metabolitos toxicos.

La fase c recibe el nombre de fase estacionaria, en ella pasa el tiempo pero el numero de células permanec
invariable, el numero de células vivas es igual al de muertas.

La fase d es la fase exponencial de muerte, en ella el numero de células muertas es superior al de las vivas
Esta curva tiene una gran utilidad en la industria agroalimentaria:

P. ej. Las industrias de conservacion de alimentos se interesan en la fase a, les interesa que no crezcan las
bacterias, lo que hacen es el periodo de latencia para que no crezcan las bacterias, sometiendo a los alime
a tratamientos térmicos o eliminando la humedad, porque las bacterias necesitan un 80-90% de agua..

A otras les interesa que la fase a sea lo mas corta posible, y que la fase B sea larguisima y nunca se llegue
fase c, son los que necesitan la fermentacion de bebidas alcohdlicas, de vinagre, turrén, pan... Esto se con:
afadiendo nutrientes y eliminando metabolitos toxicos, también se les da espacio suficiente. Esto se consic
mediante los quimiostatos, que son aparatos en los que se consigue un crecimiento en fase b continuo.
También existe los turbidos, los cuales se diferencian en que tienen un ajuste automatico, no manual.
TEMA 9 METODOS DE MEDIDA DE CRECIMIENTO

Se pueden dividir en tradicionales y modernos:

* Tradicionales: que son mas efectivos pero mas lentos.
* Modernos: mas modernos pero menos efectivos.

TRADICIONALES:

DIRECTA:
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» Microscopicos: Cuento de materias vivas y muertas.
» Contadores electronicos celulares también cuenta tanto las vivas como las muertas.
 Culturales: que solo cuenta las vivas

Solo analizan una pequefa porcién de muestra. Se expresan en Nt morf/ml. Si el liquido la muestra es liqui
y por gramo si es solida.

MICROSCOPICOS:

» Camara cuentaglobulos: Es un porta con una gradilla en el centro. Se coge una camara y se llena ¢
un volumen de mi muestra y con un objetivo de 40 se estima el numero de microorganismos de un
campo y por una formula matematica se calcula el ml. El volumen gque yo pongo en la cuadricula es
1/4000 mm3 N/mm3x n x D/F. Las ventajas son la rapidez, la versatilidad y su buena aplicacion en |
medicina. Mientas que sus inconvenientes son la poca precision, el recuento tanto de las células viv
como de las muertas y el recuento de falsos positivos.

» Método de Bread: Se coge una porta y se dibuja un cuadrado de 1 cm2 y se le pone 0,01 ml de lect
se extiende sobre la superficie, se hace una tinciéon y con el objetivo se 100x cuento las bacterias.
Nr2———n 100mm2--—N N=100x1000xn/nr2 r=radio de campo del microscopio. N=incognita Factor
del microscopio 100x100/nr2 —Ventajas son la rapidez, los recuentos altos y las muestras de suelo,
agua, leche, zumos... Y los inconvenientes son la poca precision y los recuentos de vivos y muertos

 Sistema automatizado de recuentos de microorganismos: Es un aparato que tiene un orificio por
donde entra la solucién bacteriana y el orificio presenta una resistencia eléctrica y manda una sefial
contador. Las ventajas son la rapidez, los recuentos altos y su precision, y sus desventajas son los
recuentos falsos positivos y que no distingue entre vivos y muertos.

METODOS CULTURALES:
Son métodos que emplean medios de cultivo. Hay tres métodos:

» Recuento en placa: contamos materias vivas en un medio de cultivo sélido.
« El numero mas probable: materias vivas en medio de cultivo liquido.
» Método de la membrana filtrante.

RECUENTO EN PLACA: Parte de una premisa que dice que una bacteria viva en un medio de cultivo sélid
forma una colonia.

Normalmente las muestras hay que diluir la muestra original en diluciones sucesivas, hasta dar con una qut
en un medio de cultivo colonias contables. Nt Mo/ml=n x D-1.

Recuento en placa es similar al método mas tradicional para el recuento total de microorganismos. Se tiene
gue hacer con un medio de cultivo que tenga nutrientes basicos, azucares, proteinas, nutrientes necesarios
gue la bacteria pueda crecer agar nutritivo o placa count. La temperatura optima para patégenos es igual a
C y para las no patdégenas es 30°. Para el recuento en placa se cultivaran a 30° ya que a esta temperatura
todos. Si queremos hacer el recuento total de hongos y levaduras el medio de cultivo que se utiliza es de
sabouraud con antibiéticos como el cloranfenicol y la temperatura optima es la de 28°.

Las ventajas son el recuento de microorganismos vivos y la gran especificidad en cambio las desventajas s
la lentitud y la excesiva manipulacion.

NUMERO MAS PROBABLE: Es un método probabilistico inventado por McCrady y demostré que el

resultado tiene una fiabilidad de un 95%. Las diluciones se llevan a medios de cultivo liquidos. Aquellos
tubos turbios quiere decir que han crecido bacterias. Hay tablas de 2,3,5 diluciones y de 2,3,5 muestras.
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La colimetria es la aplicacién del NMP para el analisis de agua para encontrar bacterias coliformes.

Las ventajas de este método son el recuento de microorganismos vivos, especificidad, mas rapido que el
recuento en placay la utilizacion de menos material. Las desventajas es la menor precision en comparacioi
con el recuento en placa.

METODO DE LA MEMBRANA FILTRANTE: Sirve para determinar el numero de microorganismos en
nuestros liquidos, normalmente en agua, hace falta un aparato de filtracion.

La membrana es de celulosa o nylon y tiene un poro de 0,45 m, mas pequefio que la bacteria. Se lleva la
membrana a la superficie de una placa petri y por capilaridad los nutrientes seran absorbidos por las bacter
y estas formaran colonias en la membrana.

Para saber el numero total de microorganismos se cuenta el numero de colonias y dependera de los mli
filtrados.

Hay que filtrar 100 ml para hacer un analisis de agua oficial.

Las ventajas son la rapidez y el requerimiento de poco material, en cambio el Gnico inconveniente es el
recuento de muestras poco contaminadas.

INDIRECTOS:

No se cuentan los microorganismos directamente, se miden las caracteristicas intrinsecas de ellos. Son me
lentos porque hay que relacionarlo con un método directo. Los mas utilizados son:

» Turbidimetria: Se mide la turbidez de las muestras liquidas y se lleva a cabo en los espectrofotémet
y constan de tres partes: una lampara, un tubo central y un detector de luz. Si el tubo esta muy
contaminado la cantidad de luz trasmitida es menor.

» Método del azul de metileno: En su forma oxidada es azul y en su forma reducida es incolora. Se
cogen 10ml de leche y se le afiade 1 ml de azul de metileno y la leche se vuelve azul. Se lleva a
incubar a 37°C y las bacterias reducen el azul de metileno y la leche saldra blanca. Cuanto mayor e
numero de bacterias menor es el tiempo en desaparecer el color azul. Si pasan 8 horas y la leche e
azul la calidad es excelente, alrededor de 20000 mo/ml. De 6 a 8 horas y el color desaparece la
calidad es buena, alrededor de 100000 mo/ml, en menos de 2 horas calidad mala unos 10 millones
bacterias/ml y si es en pocos minutos calidad pésima 100 millones de bacterias. Hay otra manera de
medir la turbidez, mediante la escala de Mc Forland, que es a mano. Son 6 tubos : 0'5, 1,2,3,4,5,
150-106 b/ml, 600-106, 900-106, 1200-106, 1500-106 respectivamente. En los tubos hay soluciones
SO4Ba.

« METODOS MODERNOS: impendancia, recuento en aire y superficie, epifluorencia, moleculares.

TEMA 10 AISLAMIENTO Y CONSERVACION DE MICROORGANISMOS
Un medio de cultivo es una preparacion artificial liquida, solida o semisélida, compuesta por nutrientes y
utilizada para hacer crecer microorganismos. Son medios que intentan recrear artificialmente el medio real

gue necesitan las bacterias para crecer.

Para casi todas las bacterias existen medios de cultivo excepto para dos microorganismos Freponella pallic
y Microbacteriun leprae, que no se pueden cultivar en un laboratorio.

CLASIFICACION:
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» Basada en la composicion quimica:

* Sintéticas o quimicamente definidos: aquel en el que sabemos todos los componentes quimicos.
» Complejo: No sabemos exactamente su composicion quimica Ej. Sangre, tejidos animales, extracto:
etc.

» Dependiendo del porcentaje de agar:
¢ liquidos: aquellos que no llevan agar, es decir, proteinas, azucares, lipidos caldo.
¢ Semisolidos: es un caldo con un 0,5% con una textura parecida a la de la gelatina.
¢ sélido: 1,5% de agar.
¢ Que morfolégicamente aislan los medios de cultivo:
¢ Medios de cultivo comun: general, permite el crecimiento de la mayoria de los
microorganismos en una muestra glucosa, azucares y proteinas agar nutritivo.
¢ Medios de cultivo enriquecidos: Es un medio de cultivo comudn al que se le afiade un:e
sustancia que me permita aislar un numero de microorganismos presentes en la
muestra.
¢ Medios de cultivo selectivo: Son los mas importantes, permiten el crecimiento
restringido de un grupo de microorganismos.
¢ Medios de cultivo diferencial: Lleva una sustancia (sangre, suero, tejidos animales)
permite la diferenciacion de dos tipos de bacterias.
« Medios de cultivo indicador: Lleva un indicador de pH por ejemplo
se pone en un tubo lactosa rojo fenol y la E.coli fermenta lactosa y
forma 4cidos. El rojo de fenol a pH neutros en rojo pero en medio
acido es amarillo.
COMPONENTES PRINCIPALES DE MEDIOS DE CULTIVO:

« El agua destilada: No tiene que contener ni Ca2+, ni Mg2+.

» Peptonas: proteinas hidrolizadas, cadenas pequefias de aminoacidos
gue las bacterias pueden digerir, son fuente de N para las bacterias.

« Extracto de la carne y de las levaduras: Son ricos en vitamina B y
factores organicos del crecimiento.

e Agar: Sustancia mucilaginosa que se afiade a los medios de cultivo
para hacerlos sélidos. Se extrae de unas algas de sitios exoticos
llamadas Gelidium corneum. Ha sustituido a la gelatina en los
medios de cultivo. El agar no es degradado por ninguna bacteria, ni
aporta nutrientes al medio de cultivo. Se utiliza porque tiene una
temperatura de fusién cercana a la de ebullicion del agua. Pasa de
so6lido a liquido a los 80°C y a los 45° se hace sdélido.

« NaCl: Para evitar la autolisis de las bacterias, es decir, para aumentar
la presion osmotica de las bacterias.

» Azucares: Principalmente glucosa, también se utilizan otros, como la
sacarosa, fructosa..., Son fuentes de energia y de C. También se
afiaden por razones taxonémicas o de clasificacion. SE utilizan varios
azucares, y se observa cual de todos es el que necesita el
microorganismo.

» Sustancias tampoén: Para neutralizar el pH acido de los medios de
cultivo. Ej. PO4HK2+CIH-———- PO4HK2+KCI El &cido es
convertido e una sal y la bacteria puede continuar creciendo.

PREPARACION DE UN MEDIO DE CULTIVO:

Normalmente se realiza en matraces de vidrio parea elegir el recipiente adecuado se
coge un matraz que tenga doble capacidad respecto el volumen que queremos
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preparar.

Se pesa por separado los ingredientes y los afiades al matraz, se afiade agua, se
mezcla bien y se agita manualmente, también hay que calentar para la buena
disolucion fundamentalmente si lleva agar. Se deja enfriar y se mide el pH porque
hay que ajustar el pH del medio al de los microorganismos. 7 crecimiento de
bacterias, 5 mohos, 6 levaduras.

Una vez medido se pasa del matraz a tubo si es necesario y luego esterilizar el medi
de cultivo que se consigue gracias al autoclave alcanzando los 121° durante
20minutos. Pasado este tiempo se deja enfriar y si queremos preparar placas vertem
el medio y dejamos que se enfrié.

Ahora los microorganismas vienen en polvos lo Unico que se hace es afiadir agua y
esterilizar.

2. METODOS DE CULTIVO:

Tienen como obijetivo el aislamiento de un microorganismo para obtener cultivos
puros de microorganismos.

Un cultivo puro es una poblacién bacteriana formada por células clénicas y que
procede de la misma célula antecesora comun. Si esta en un medio de cultivo sélido
se le llama colonia.

Hay varios métodos:
1. Para aerobios

* Triple estria: Se aplica para el cultivo de bacterias aerobias. Se trata
de dibujar 3 estrias sobre un medio de cultivo sélido.

» Micromanipulacion: Es un método mas sofisticado se realiza
mediante el micromanipulador, el cual hace el aislamiento de la
bacteria. Es un microscopio que tiene incorporado una microjeringa
con una microaguja. Se pone una suspension bacteriana al
microscopio y superpuesto se ve la punta de la aguja, la cual se dirige
hasta la bacteria que se quiere aislar, se coge y posteriormente se
deposita sobre la placa. También se utiliza para el cultivo de
bacterias aerobias.

2. Para anaerobios:

 Jarras de anaerobios, las cuales tienen un aspecto de cubo de basura
Es un cubo que tiene una tapa. También las hay con 2 valvulas.

« Mediante una vela: Se enciende y se tapa con una tapa tradicional.

» El método mas caro es utilizando una camara de anaerobios mediante
unas bombas de vacié.

 Otra forma para el medio liquido es mediante la adicién de vaselina.
Antes de ponerle el tampdn se le pone un dedo de vaselina.

CONSERVACION DE MICROORGANISMOS:
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Hay varios métodos los mas utilizados a corto plazo podrian ser la refrigeracion.

La refrigeraciéon entre 4—6° puede conservar la materia entre 3—-4 meses, a los 3 mes
hay que resembrar.

Para largos periodos existen varios métodos, como por ejemplo la liofiliacién y la
congelacion profunda:

« La liofilacion se guarda la bacteria en una ampolla en forma de
polvos. Se coge un tubo y se congela, se deseca mediante la
aplicacion de un vacid, con lo que se produce la sublimacién, se coge
un soplete y se cierran las ampollas. Esta ampolla puede conservarse
durante afios. Para reutilizarla de rasga con una cuchilla en la parte
superior y se hidrata el polvo mediante agua.

« La congelacién profunda consiste en congelar el cultivo a —80°, es
rapida y pueden dura las bacterias entre 1y 2 afios. Se utilizan
criotubos ( tubos de plasticos con un liquido en el cual hay bolitas
sumergidas, las cuales en el exterior son lisas y en el interior
irregulares, que es donde se quedan las bacterias). Una vez dentro se
le quita el caldo y se congela a —80°. Para reutilizarla se utilizan unas
pinzas estériles y se llevan a una placa petri incubandolas.

COLECCIONES DE MICROORGANISMOS:

Son entidades que se dedican a aislar en ampollas las bacterias. Las mas importante
son:

« ATCC American Type Culture Collection, su base esta en
Washington.

« NCTC Nationalle Collection of Type Cultures que esta en Londres.

» CECT Coleccién espariola de cultivos tipo. Burjasot.

TEMA 11 AGENTES FiSICOS SOBRE MICROORGANISMOS:

Bactericida quiere decir que mata y bacteriostatico que detiene su crecimiento pero
no los mata.

La esterilizacion es el proceso de destruccién de toda forma de vida microbiana no
hay grados o las mata o no.

La desinfeccidon no es una destruccion total.
RADIACIONES:

Dependiendo del tipo de su longitud de onda, su intensidad y su duracién afectara de
una forma o de otra.

Hay 2 tipos de ondas las ionizantes y las no ionizantes; Las no ionizantes tienen una
longitud de onda mayor de 1 nmy las ionizantes van de 1 a 1-10-12 nm, son ondas
gue ionizan moléculas o compuestos como p. Ej el agua, son radiaciones toxicas son
los X, gama, y rayos cOsmicos.
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Las no ionizantes, son ondas de radio de 107las microondas 105-107 no tienen un
efecto directo sobre las bacterias pero si lo es indirecto, ya que producen La luz UV
lesiona el ADN porque forma un dimero se timina, haciendo que se unan dos timinas.
Esta mata cuando su longitud de onda esta entre 10 y 380 nm. La luz UV lesiona el
ADN porque forma un dimero se timina, haciendo que se unan dos timinas. luz UV
lesiona el ADN porque forma un dimero se timina, haciendo que se unan dos timinas.
Produciendo que al replicarse las bacterias se produzca la inhibicion de la replicacior
de su ADN, apareciendo una bacteria mutante.

La aplicacion de la luz UV es en las lamparas de mercurio o germicida de luz UV,
gue emiten luz a 260nm, para esterilizar del aire de hospitales, cafeterias, guarderias
La luz UV es bactericida.

Respecto a los ionizantes: Los rayos X se utilizan para la esterilizacion de todo tipo
de material biosanitario, incluso en USA existen alimentos conservados por rayos X,
los rayos gamma son mas dificiles de manipular y sus aplicaciones son limitadas, se
utilizan para esterilizar material de plastico y grandes volumenes de liquido. Los
cdsmicos no se aplican.

PRESIONES:

[La presidn mecdnica: Las bacterias en general aguantan todas las presiones
mecanicas desde la del océano hasta cualquier otra. Ellas resisten hasta 500
atmosferas. Hay unas bacterias que se han descubierto en pozos petroliferos
gue aguantan 6000 atmdsferas y se llaman leofilas. No se puede hacer nada
con las presiones mecanicas.

[La presidon osmética: En un medio isoténico s produce una salida y una
entrada de nutrientes y liquido normal. En el hipoténico se produce la
plasmotisis, entrada de agua se hincha y estalla, y en el medio hiperténico
sale el agua masivamente y se separa de la pared celular y la bacteria muere
(plasmolisis). Este hecho es aplicado en la conservacién de microorganismos
para frutas mediante azucares, también con la sal para el jamén, a pesar de
gue existen algunas bacterias azucaradas que son sacar6filas y las de la sal
gue son halofilas.

ONDAS SONORAS

Hay de 2 tipos las sonicas que son aquellas con un a frecuencia de 9000 ciclos/s que
son audibles, no son nocivas para las bacterias, y las ultrasénicas que no son audible
y alcanzan una frecuencia de 200000 ciclos/s.

Las ultimas son emitidas por ultrasonidos y si que destruyen a las bacterias, porque
matan por cavitacién. Los ultrasonidos hacen que se formen burbujas de aire en el
interior de la bacteria y estallen cortando las estructuras celulares.

PH

Todas las bacterias tienen un rango de pH optimo que es en el que crecen
favorablemente.

TEMA 12 METODOS DE ESTERILIZACION POR CALOR SECO Y HUMEDO.
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El calor es el método mas frecuente, mas eficaz, mas econémico y mas facil de
controlar. Hay 2 tipos de calor, el seco y el hiimedo.

EL CALOR SECO

El seco mata a las bacterias por oxidacién y se han desarrollado métodos que aplical
el calor seco como:

El flameado que consiste en calentar el asa de siembra al rojo vivo, es 100% eficaz.

Otro método es la incineracién que consiste en qguemar directamente a llama, se
utiliza para quemar bolsas pafiuelos de papel, restos de animales muertos, ropas...

Otro son los esterilizadores de aire caliente, el cual produce la esterilizacion de todo
lo que se pone en el interior, se utilizan para material de vidrio, a una temperatura de
180°, durante 2 horas para destruir toda forma de vida microbiana.

EL CALOR HUMEDO

Son métodos mas rapidos, porgue el agua ayuda a que se rompan los puentes de
hidrégeno que unen las proteinas. Hay varios:

[Ebullicion: Que consiste en hervir 100° una solucién de bacterias durante 10
minutos, se destruyen la mayoria de células vegetativas, hongos, virus pero
no sus esporas. Por lo tanto no siempre es muy eficaz. P.ej. resiste el virus de
la hepatitis, el cual resiste 30 minutos a 100° algunas esporas resisten hasta
20 horas. Este método es aplicado en platos, vasos, porcelanas...

(Tindalizacion: Descubierto por Tyndall, consiste en calentar la muestra a
70-80° durante 30 minutos y 3 dias consecutivos. El primer dia se matan las
bacterias, pero persisten las esporas, las cuales se convierten en bacterias el
dia siguiente y son destruidas, pero por seguridad se espera otro dia mas y s
vuelve a hervir. Este método se utiliza para las sustancias que sean destruida
por el calor a temperaturas elevadas como las vacunas, las toxinas, los
antibioticos, ingredientes de medios de cultivo, glicerina, urea...

[OWVapor a presion: Es el mas utilizado y el de mayor aplicacién. Se consigue en
el interior de los auto—claves, que son aparatos de esterilizacion, los cuales
pueden utilizar un rango rapido de tiempos y temperatura, el tratamiento
estandar es de 121° durante 20 minutos. Es un recinto cerrado, en el cual se
coloca lo que se va a esterilizar, se cierra la puerta, se le afiade agua, el vapo
desplaza el aire frio y cuando por la llave de fuga sale vapor de agua hay que
cerrarla. Cuando la presion aumenta y llega a 1 atmésfera el autoclave esta a
131°y se deja durante 20 minutos, también existen otras relaciones de
tiempo—temperatura, p.ej. 115° a 30" 6 135° a 10". Se utiliza para medios de
cultivo, ropa de uniforme, material de vidrio, todo material que resista el
calor y la humedad. Lo que esterilizanoeslaPsinolaT.

[Pasteurizacion: Para la leche y los derivados lacteos, cervezas o vinos. La
tradicional consistia en calentar a 62,8° durante 30" la leche porque esta
transmitia el bacilo de la tuberculosis, en 1930-35 hubo una epidemia de
fiebre Q que lo transmite el Couxcella burnetii era una enfermedad infecciosa
e tipo respiratorio que causaba neumonia. Esta bacteria era resistente a 62,8
y se subid la temperatura a 72° y recibié el nombre de pasteurizacion de alta
temperatura, durante 15 segundos. Esta temperatura destruye las células
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vegetativas, pero no las esporas, y esta es la razén de porgue la leche, la
cerveza o el vino se conservan una vez abiertos en la nevera.

[(Uperizacion: Aplicado a la industria lactica y a los zumos, se utiliza para
esterilizar la leche y sus derivados. (UHT, ultra high temperature) consiste en
la esterilizacion de la leche a 150° durante menos de 1 segundo, las ventajas
es que una vez abierto no hace falta conservarlo en la nevera.

METODOS DE ESTERILIZACION POR FILTRACION:

Consiste en el paso de un liquido a gas a través de una membrana porosa por donde
van a quedar retenidos los microorganismos. El filtro de Chamberland—-Pasteur era dt
porcelana y fueron los primeros en utilizarse, estos fueron sustituidos por los de
vidrio poroso, posteriormente por los de membrana de papel o plastico. Eran papeles
muy finos con muchos poros de didmetro muy pequefio 0,2 m-0,45 m la primera
para los virus y la segunda para las bacterias, se utilizan para filtrar liquidos. En los
Ultimos afios han aparecido para filtrar el aire aparatos que tienen filtros HEPA
hechos de fibra de vidrio, tamafio de por de 0,3 m High effecency particulate air

filter, estan en quir6fanos y salas de quemado.

TEMA-13 CONTROL QUIMICO DEL CRECIMIENTO MICROBIANO
DESINFECCION

Es el proceso de destruccion de células vegetativas, bacterias patdgenas pero no
necesariamente endosporas ni virus. Un desinfectante es un compuesto quimico que
se aplica sobre una superficie o un material, si se aplica sobre la piel recibe el nombr
de antiséptico. Para ser eficaz debe de cumplir los siguientes requisitos:

¢ Muy eficaz a bajas concentraciones.

¢ Amplio rango de actividad antimicrobiana a concentraciones bajas.

O Tiene que ser estable, su accion no debe de limitarse solo al momento de uso, sino
que sea duradero.

O Toxico para los microorganismos a temperatura ambiente.

¢ No tiene que ser toxico ni para el hombre ni para los animales.

¢ Capacidad penentrante

¢ Capacidad detergente.

MECANISMO DE ACCION

¢ Destruyendo la pared celular p. Ej. Fenol y NaCIlO

0 Rompiendo la membrana citoplasmatica p. Ej. Fenol, alcoholes o detergentes.
0 ADN como los hipaocloritos, el |, el 6xido de etileno, los metales pesados.

¢ Ribosomas como el oxido de etileno y el glutaraldehido.

¢ Citoplasma sales de mercurio, fenol a altas concentraciones y el glutaraldehido.

EL FENOL: Es un desinfectante histérico, fue el primero que utilizo Lister, hoy en
dia no se utiliza porque es toxico, corrosivo y huele mal, su mecanismo de accion a
concentraciones muy bajas la pared celular, a medias concentraciones la membrana
citoplasmatica y en elevadas concentraciones afecta al citoplasma, destruyendo las
proteinas bacterianas. Para que tenga efecto se necesita 1% de concentracion. Se
utiliza a concentraciones muy bajas, menores del 1% en pastillas como el hibitane.
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Han surgido los derivados fenolicos que son compuestos modificados para disminuir
los efectos adversos y tienen una gran actividad microbiana como los cresoles que st
utilizan como desinfectantes ambientales, otro derivado el fenil fenol y tiene una gran
actividad antimicrobiana, y se utiliza como antifungico. Otro derivado es el hexacloro
se utiliza como ingrediente de jabones, productos de higiene femenina, colutorios...
debido a su gran actividad contra estafilococos y estreptococos que causan
infecciones en la piel.

HALOGENOS: Son desinfectantes antimicrobianos muy eficaces, utilizados hace
mucho tiempo. Pueden actuar solos o combinados, y los mas importantes son: Yodo,
cloro y fluor.

» El mecanismo de accién del yodo es la inhibicion de las proteinas
bacterianas, se usa para las heridas. Sélo se usa en forma de tinturas
de yodo, que son unas disoluciones que manchaban mucho
(soluciones hidroalcoholes de yodo) el problema era que manchaban
e irritaban mucho la piel. Ahora se utilizan yodo mas detergente que
recibe el nombre de iodoforo, el detergente libera poco a poco el
yodo y tiene un efecto duradero p.ej. el Betadine.

* El cloro se aplica principalmente en la desinfeccion de aguas. Su
accion se debe a la formacién de acido hipocloroso, cuando el cloro
se pone en contacto con el agua. Se puede utilizar combinado con
detergentes formando las cloraminas CI2 + NH3 que se utilizan para
desinfectar aguas municipales. Otros compuestos son los hipocloritos
de calcio que es un blanqueador casero y el de sodio cominmente
lejia.

« El fluor es un desinfectante que se afiade a dentrificos, colutorios o
pastas de dientes. Se utiliza en los paises nérdicos para desinfectar el
agua, pero es muy caro.

ALCOHOLES: Son muy buenos agentes antimicrobianos, destruyen células
vegetativas, esporas e incluso algunos virus.

Su mecanismo de accién es desnaturalizar a las proteinas y destruir a la membrana
citoplasmatica. Ej. Etanol y el isopropanol.

EL etanol se utiliza al 70% para que se desnaturalicen las proteinas se necesita aguc
Nos es un buen antiséptico porque el alcohol coagula proteinas de nuestras células
por debajo de estas crecen bacterias. En la practica se utiliza para desinfectar materi
quirdrgico en los hospitales.

El isopropanol se utiliza mas porque es mas barato y menos volatil que el etanol.

METALES PESADOS: Tienen accidn oligodinamica, pequefias cantidades matan
grande cantidades de bacterias. Se combinan con los grupos sulfihidrilos de las
baterias, produciendo la desnaturalizacién de las proteinas.

« Plata: Para prevenir la oftalmia neonatorum, es una infeccion acular
del bebe por consecuencia del paso por el conducto vaginal en el
parto si la madre tiene gonorrea.

« Mercurio: Es un desinfectante muy antiguo, el cloruro de mercurio
ha sido utilizado mucho tiempo contra las bacterias. Hoy en dia no se
utiliza porgue es téxico, irrita la piel como antiséptico. Hoy en dia es
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sustituido por los compuestos organicos del mercurio, como los
mecuriocromos y los mentiolatos, un ej. Es la mercromina el
problema de esta es que al lavar la piel desaparece el efecto.

* Cobre: En forma de sulfato tenemos el CuS0O4, se utiliza en la vid
para prevenir el crecimiento de hongos, es un ingrediente del caldo
badoles. También como ingrediente en pinturas, para evitar el
enmohecimiento de las paredes, tiene accién antifingica y también es
alguicida.

« Hay otros metales como el zinc que son utilizados en colutorios
bocales o en las pinturas.

TEMA 14 CONTROL QUIMICO II.
DETERGENTES ANIONICOS Y CATIONICOS.

Hay de 2 tipos anidnicos y cationicos. Los anidnicos deben su accion a la parte
cargada negativamente, el anion y el cationico a la inversa.

Los aniénicos como p. Ej. Los jabones (Lauril sulfato sddico) Su mecanismo es la
eliminaciéon mecéanica de los microorganismos durante el lavado.

Los cationicos son mas efectivos y son derivados del NH4. hay muchos,
principalmente hay 2 el cloruro de cetipiredonio y el cloruro de benzolconio. Forman
parte de colutorios bocales y son compuestos incoloros e inholoros.

ACIDOS ORGANICOS.
Tienen actividad antifiingica, inhiben el crecimiento de hongos. No por ser acidos.

Se utilizan como conservantes en la alimentacién como el acido sérbico o el sorbato
sodico en el queso.

Lo mismo ocurre con el benzoico o su sal el benzoato de potasio para el agua y las
bebidas refrescantes.

Otros ejemplos son los parabenes que se utilizan en cosméticos liquidos y champues

Otro ejemplo es el propionato calcico que tiene activada antifingica y se afiade al
pan.

AGENTES ESTERILIZANTES GASEOSOS.

El que mas se utiliza es el 6xido de etileno. Son gases CH2 CH2 epdxido, son
esterilizantes y destruyen cualquier forma de vida microbiana. Se utilizan en camaras
herméticas para esterilizar ropas, camas, colchones, materiales plasticos, valvulas de
corazoén. Entre 4 y 18 hora. Es el método mas efectivo pero no se utiliza
domésticamente, ya que estos gases son cancerigenos. Su mecanismo de accion es
desnaturalizacion de las proteinas bacterianas. S un gas que no se usa de forma pur
se combina con el CO2 vy el nitrégeno.

ALDEHIDOS.
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Uno es el formaldehido y el otro el glutaraldehido.

El primero es un gas que se utiliza en spray para desinfectar ambientes. El problema
es su mal olor. En forma liquida y a un 37% es el fenol. Se utiliza para embalsamar
cadaveres, muestras biol6gicas, inactiva bacterias y virus.

El segundo se utiliza de forma liquida, es liquido para desinfectar las mascarillas de
oxigeno, esporicida, es el tnico liquido esterilizante. Inactiva proteinas bacterianas.

AGENTES OXIDANTES.

Matan a las bacterias por oxidacion.

Uno de ellos es el ozono, el cual es reactivo y téxico, es el responsables del olor a
fresco después de una tormenta. Se utiliza para el agua en Europa, pero es mas cairc
tiene un efecto poco residual

Otro son los perdxidos como el agua oxigenada, o el peroxido de zinc, o el de
benzoilo. Su accién es antiséptica, se utilizan para herida, pero su accion es limitada,
porque nuestras células tienen catalasa y la descomponen en agua + oxigeno.
También se utiliza en la industria alimentaria, en el envasado antiséptico porque el
agua oxigenada, no sobre la piel, sino en materiales es esporicida y viricida, se utilize
antes de ensamblar los cartones de leche, se sumerge en una solucién de agua
oxigenada caliente.
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