Fisiologia Microbiana




Trabajos Practicos

- TP1: Técnicas generales de Microbiologia.
- Manejo de material de laboratorio.
- Practica de Técnicas Asépticas.
- Métodos de siembra y aislamiento.

- TP2: Aisalmiento y analisis de microorganismos.
- Aislamiento a partir de diferentes nichos
- Enriquecimiento y repiques de colonias
- Observaciones microscopicas. Coloraciones
- Metabolismo.
- Produccidn de exoenzimas y antibioticos.

- TP3: Crecimiento
- Curva de crecimiento.
- CIM y antibiograma

- TP4: Ecologia Microbionay comportamiento bacteriano comunitario
- Winogradsky
- Cuerpos fructiferos, swarming, biofilms
- Matriz extracelular en biofilms



Objetivo de la Microbiologia:
ldentificacion y

caracterizacion de
microorganismos

IDENTIFICACION

La identificacion se logra
a través del uso de bases de
datos y por comparacion con
cepas conocidas.
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PRUEBAS METABOLICAS
El crecimiento en medios especiales
para determinar las caracteristicas
metabdlicas, bioquimicas,
inmunoldgicas, como también la
produccién de antibidticos o
proteinas.
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OBSERVACION

Luego de la la incubacidn se
analizan macroscopicamente y
bajo el microscopio para analizar
el tipo de célula y las formas.

Immunoiogic 12sts
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RECOLECCION DE MUESTRAS
Los muestreos pueden ser a partir
de cualquier nicho de la tierra.
Fuentes muy comunes son los
fluidos corporales, alimentos, agua,
suelo, plantas y animales.

INOCULACION
La muestra se coloca en un
recipiente de medio de cultivo
(sélido o liquido) que permitira su
crecimiento. Se utiliza un ansa,

aguja, o una jeringa.
B
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" Los cultivos se colocan en un
ambiente controlado de
temperatura y agitacién (O2) y |
demads condiciones éptimas |
para el crecimiento.

y
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AISLAMIENTO
Técnicas de inoculacion que
permiten separar microorganismos
como colonias aisladas que
contienen un solo tipo de microbio.
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Trabajo Practico N° 2B:
Caracteristicas metabdlicas. Medios especiales.
OBJETIVOS:

Evaluar las capacidades metabdlicas de Cepas provenientes de
distintos nichos y sus requerimientos nutricionales (concepto de

auxotrofia) y respuesta frente al O2.
Evaluar la produccion de antibioticos y exoenzimas de relevancia industrial

en las cepas aisladas de diferentes muestras de suelo.




Metabolismo microbiano:

Conjunto de reacciones guimicas que se dan en un organismo
catalizadas por un sistema enzimatico cuya finalidad es el
Intercambio de materia y energia entre la celula y el entorno.
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Metabolismo degradativo = CATABOLISMO (produce Energia)
Metabolismo constructivo = ANABOLISMO (necesita Energia)



Clasificacion de medios de cultivo

Propdsito general

Selectivo

Diferencial

Enriqguecimiento

Fin experimental 4 Aislamiento

Ensayo metabolico
Disponibilidad de oxigeno
Estudio de movilidad
Estudio de auxotrofia




Caracterizacion metabodlica de microorganismos
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Esquema para la diferenciaciéon de Cocos y Cocobacilos Gram- negativos

Gram-negative
cocci and
coccobacilli

Oxidase —

Acinetobacter spp.*

Oxidase +

AMY  ARA

Ferments maltose

Does not ferment

maltose
| I | |
Does not ferment Fc?ciglsegg ?:r%gﬁ' I;%rg;er?é? flg%oesrﬁ, Grows on nutrient Does not grow on
sucrose or lactose laciose sucrose agar nutrient agar
L L L |
Neisseria Neissena sicca Neisseria |
meningitidis lactamica™

Reduces nitrite

| N. gonorrhoeae

Does not reduce
nitrite

Branhamella
catarrhalis

T
Moraxella spp.



Clasificacion de medios de cultivo

Medios diferenciales usados en pruebas metabodlicas con microorganismos puros

Mezcla de . =
microorganismos

7 X
%
# %
¥ N
Medio de proposito _ Medio diferencial
general 7 = =
" - " -
Medio Agente que facilita direnciacién Para diferenciar
Manitol salado Manitol y rojo fenol Staphylococcus aureus
Mac Conkey Lactosa y rojo neutro Enterobacterias que fermentan
la lactosa y bajan el pH
Agar sangre Globulos rojos intactos Distinto tipo de hemolisis
SIM Tiosulfato y hierro Productores de H>S, movilidad
y producion de indol




Caracterizaciones metabolicas

Metabolismo de Lactosa: Medio Agar Mac Conkey

Férmula (en gramos por litro) |
Peptona 17.0
Pluripeptona 3.0
Lactosa 10.0 :
Mezcla de sales biliares 1.5 I
Cloruro de sodio 5.0 :
Agar 13.5 1
Rojo neutro 0.03
Cristal violeta 0.001

https://www.youtube.com/watch?v=yInQ9jApAlU



https://www.youtube.com/watch?v=yInQ9jApAlU

Caracterizaciones metabolicas

Metabolismo de lactosa:; Pptado
Medio Agar Mac Conkey




Caracterizaciones metabolicas

Metabolismo de Manitol: Medio Agar Manitol Salado
Staphylococcus

Manitol -

phylococcus
Maitol+

https://www.youtube.com/watch?v=kG1 Tf5Vpc0



https://www.youtube.com/watch?v=kG1_Tf5Vpc0

Caracterizaciones metabolicas

Pruebas de movilidad, metabolismo del azufre y triptofano: Medio SIM

Formula (en gramos por litro)

Tripteina 20.0

Peptona 6.1

Sulfato de hierro y amonio |0.2

Tiosulfato de sodio 0.2

Agar 3.5

“1- Sin inocular
2- No movil

3- Movil

4- Productora

de H,S




Caracterizaciones metabolicas

Medio SIM
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https://www.youtube.com/watch?v=u9cX8mZoh88



https://www.youtube.com/watch?v=u9cX8mZoh88

Caracterizaciones metabolicas

Caldo Tioglicolato.

Formula (en gramos por litro)
Tripteina 17.0
Peptona de soya 3.0
Glucosa 6.0
Cloruro de sodio 2.5
Tioglicolato de sodio 0.5
Agar 0.7
L-cistina 0.25
Sulfito de sodio 0.1




Caracterizaciones metabolicas

Oxigenacion

Crecimiento en medio fluido de Tioglicolafo.
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Aesrobio Microaerofilice

facultative

Aerobio
obligado

h"'\-\._\__,_'-"f ".\-\""—~—_,—'-""-‘J
Anaerobio Anaerobio
aerotolerante obligade



Caracterizaciones metabolicas

3'42 AEROBIC ZONE
IN THIOGLYCOLLATE
MEepium Note the

pink region in the top 3'43 GROWTH PATTERNS IN THIOGLYCOLLATE MEDIUM

(oxidized) portion of Growth patterns of a variety of organisms are shown in these
the broth. The bottom Fluid Thioglycollate Broths. Pictured from left to right are:
(reduced) portion of aerotolerant anaerobe, facultative anaerobe, strict anaerobe,
the medium remains strict aerobe, and microaerophile. Compare these tubes with

colorless. the uninoculated broth in Figure 3-42.



Caracterizaciones metabolicas

En los aerobios, anaerobios

20, +2H > 02+ H0; aerotolerantes y facultativos.
superoxido No se encuentra en los
dismutasa anaerobios estrictos

2 H;0, » 2H0+0; Aerobios y facultativos
catalasa

erAt:IJ:)H++H+ » 2 H,0+ NAD" Aerotolerantes (y no tienen

2-2 peroxidasa catalasa)

Test de catalasa con H,0,

https://www.youtube.cofn/watch?v=SBmL2vg-INO



https://www.youtube.com/watch?v=SBmL2vg-IN0

Fermentacion vs respiracion

Fermentacion/respiracion de azucares: Medio OF

_Control OF o F o) No metaboliza

Féormula (en gramos por litro) | sin inocular ‘ A glucosa
Caseina pancreatica 20¢g
Cloruro de Sodio 50¢g '
KoHPO4 03g
Azul de bromotimol 0.03g
Agar 25¢g

Reaccion Tubo con reaccion positiva Tubo abierto Tubo sellado
Oxidacion Abierto Amarillo (+) Verde (-)
Fermentacion Sellado Amarillo (+) Amarillo
Ni fermentacion, Ninguno Azul o verde Verde
ni oxidacion
Fermentaciony Ambos Amarillo Amarillo
oxidacion

https://www.y.outube.com/watch?v=8c5FGTvaKcE



https://www.y.outube.com/watch?v=8c5FGTvaKcE

Oxidacion/Fermentacion en 8. cerevisiae

Cepa Salvaje Cepa petit

Medio YPD agar

1 % extracto de levadura

2 % peptona,
1 % glucosa,
2 % agair)

Cepa Salvaje

Cepa petit

Fenotipo Petit

Medio YPG agar (+ 0,1% Glucosa)

1 % extracto de levadura,
2 % peptona,

3 % Gilicerol,

2 % agar

0,1 % Glucosa



Caracterizaciones metabolicas

Produccion de acidos organicos.

e.g. Penicillium bilaiae solubilizador
de fésforo

La produccion de acidos organicos
viran el indicador y se observa

un halo claro alrededor de la

cepa en estudio cultivada

en medio Pikovskaya agar




Amilasas

 Amilasas en industria alimentaria: Modificacion de la estructura del
almidén/azucares
— Reaccion de clarificacion: alfa-amilasa (generacion de dextrinas)
CONVENTIONAL ALPHA-AMYLASE

}
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— Sacarificacion: glucoamilasa (generacion de glucosa)

GLUCOAMYLASE

m b
111

— Sacarificacion: Beta-amilasa (generacion de maltosa)

— o

BETA-AMYLASE

L
by 220, o
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Amilasas

T STARCH
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Proteasas y Amilasas

« Uso en detergentes con poder enzimatico:

— Proteasas
— Amilasas
— Lipasas

Estas enzimas son agregadas a la
formulacion del detergente con el fin de
degradar proteinas, azucares y lipidos para
facilitar su solubilizacion y remocion.

Surgizime®03

Detergente Trienzimitico




Fosfolipasas

Un uso importante de fosfolipasas (principalmente PLAYy
PLC) es en el proceso de remocion de fosfolipidos del
aceite crudo denominado “odegomado”

An Alternative Degumming Process

PURJFINE®
WATER i
l ENZYME \ i 0il (+DAG)
Gum Gum
(less entrained oil)
*Water Water*

l Traditional Process:  Improved Process:

NoEnzyme  PUR|FINE*Enzyme
o i i *Excess water used for demontration onl
SH SHEAR MIXER Requ"ed for e.fﬁaent ess water used for demontration only
enzyme reaction
’ PRIMARY
==

CENTRIFUGATION

4 A
Purifine® Enzyme Yield

Total Yield Benefit:

~60% DAG (from phospholipid)
~40% TAG (from reduced entrainment)

- e,




Test fosfolipasas

Test de Fosfolipasa C (PLC)
LBA - Yema de huevo

o Resultado positivo Resultado negativo
/\/\/\/\/\/\/\/"\O/YCH2OH Diacilglicerol
- o) (insoluble)
NNANNANRINANNNNS



Test proteasas

Test de Proteasas
LBA - Leche

enlace
peptidico

NH, —R'CH -+ CO — NH +R’'CH+CO— NH+—R'CH —

proteasa
+H,0

NH, —R'CH— COO + NH,—R’‘CH—CO— NH—R’CH—

Halo claro = degradacion de caseina



Test amilasas

« Siembra en medio de cultivo soélido
v * Incubacion para permitir el crecimiento
« Agregado de Lugol para evidenciar la

: o Tincion con Lugol
v presencia de almidon - )

CONVENTIONAL ALPHA-AMYLASE

|
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BETA-AMYLASE
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GLUCOAMYLASE
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Metabolitos Primarios y Secundarios

Sustrato de Sustrato de
crecimiento crecimiento

| v v v

Células Metabolito
Células Metabolito Primario
Primario ‘ |
; ' 2 v Productos
Las células y el metabolito se producen mas o Metabolito e -
menos simultdneamente Secundant Natursles:

Después de producidas las células y el
metabolito primario, las células convierten el
metabolito primario en uno secundario



Género Streptomyces

Producen 55% ATB de uso medicinal

Incluyen: Policetonicos Macrélidos y
Aromaticos, Peptidos de Sintesis no

Ribosomal,

B-lactamicos, Policetonico-
NRPS hibridos, Cumarinas y Polipirroles.

HO'

MeQ

0.

MeO

HO

Tylosin

Spinosyn A

OMe,

OMe
OMe

Antibiotic

‘ Producer

Table 11.1 Selected actinomycete antibiotics

Target?

! Application

Avermectin Streptomyces Macrolide(PK) Chloride ion | Antiparasitic
avermitilis channels
Bleomycin “Streptomyces Glycopeptide DNA strand Antitumor
verticillus” breakage
Chloramphenicol | Streptomyces N-dichloroacy! Ribosome Antibacterial
venezuelae phenylpropanoid | binding
Chlorotetracycline | Streptomyces Tetracycline (PK) | Ribosome Antibacterial
aureofaciens binding
Clavulanic acid Streptomyces B-lactam B-Lactamase | Combined with
clavuligerus 5 inhibitor B-lactam as
antibacterial
Daptomycin Streptomyces Lipopeptide Lipoteichoic | Antibacterial
roseosporus acid?
Daunorubicin Streptomyces Anthracycline DNA Antitumor
(daunomycin) peucetius (PK) intercalation
Erythromycin Saccharomyces Macrolide (PK) Ribosome Antibacterial
erythraea binding
FK506 Streptomyces Macrolide (PK) Binds to FK Immunosuppressant
(tacrolimus) hygroscopicus protein
Fosfomycin Streptomyces spp. | Phosphonic acid | Peptidoglycan | Antibacterial
Gentamicin Micromonospora Aminoglycoside | Ribosome Antibacterial
spp. binding
Kanamycin Streptomyces Aminoglycoside | Ribosome Antibacterial
kanamyceticus binding
Mitomycin C “S. caespitosus,” “S. | Benzoquinone DNA cross- Antitumor
verticillatus” linking
Nocardicin Nocardia uniformis | B-Lactam Peptidoglycan | Antibacterial
Nosiheptide “S. actuosus” Thiopeptide Ribosome Growth promoter
binding
Novobiocin Streptomyces Coumarin DNA gyrase | Antibacterial
niveus glycoside (B subunit)
Oleandomycin Streptomyces Macrolide (PK) Ribosome Antibacterial
antibioticus binding
Oxytetracycline Streptomyces Tetracycline (PK) | Ribosome Antibacterial
rimosus binding
Pristinamycin “S. pristinaespiralis” | Peptidic Ribosome Antibacterial
macrolactone + | binding
polyunsaturated
macrolactone
(PK)
Rifamycin Amycolatopsis Ansamycin (PK) | RNA Antibacterial
mediterranei polymerase (tuberculosis and
leprosy)
Teicoplanin Actinoplanes Glycopeptide Peptidoglycan | Antibacterial

teichomyceticus




Aislamiento Microorganismos de la Naturaleza:
Identificacion de caracteristicas macroscopicas

Streptomyces

coelicolor
- Colonias secas

- Adheridas al agar
- Pigmentacion

- Formacion de esporas

Streptomyces spp.

Air
© —> .«

AntibioticT

Vegetative growth PCD and aerial growth Sporulation



Método tradicional de Aislamiento
de Productores de Productos Naturales

Traditional Antibiotic Search

- Optimizar

crecimiento de

microorganismos

- Ensayar contra
:> cepas testigos

- Preparar extractos

celulares
- Purificar compuesto

Muestra
de suelo

Soil is cultured directly Yields 1% bacterial -
onto culture medium recovery activo

Ver animacion Brock: Aislamiento de
productores de antibioticos



- Test de inhibicidn en estria S

de antibiético

Cepas a testear

- Test de difusion en agar
4

~

Zuun




TP 2B (Dia 4)
Produccion de Exoenzimas

- Produccion de amilasas
- Produccion de proteasas

- Produccion de lipasas cuelo | suelo | P89 | Agua | Ricota
Ensayo (entero- (pseudo- | (staphylo- | Alimento | Controles
(1) (2) bacteria) | monas) coccus)

Mac Conkey

Manitol

AN
L2

Tioglicolato

DIA 5: Analisis ofF

de los resultados Catalasa

Amilasa

Proteasa

Lecitinasa

Produccion
de
antibioticos

Gram




Guia de Preguntas. TP 2-B

1) En la siguiente lista de sustancias, indique cuales de ellas pueden servir como dadores
de electrones y cuales pueden servir como aceptores de electrones: Fez, 02, CO2, NH+, SO,>
, NO=*, NOz, H2S, glucosa, CHa, Fes

2) En un experimento fue aislada una mutante de un organismo que tiene bloqueado el
paso de acetaldehido a etanol. Este organismo no es capaz de crecer mucho tiempo
anaerobicamente, pero si puede crecer si esta el Oz presente. Dé una explicacion
bioquimica posible para esta observacion.

3) En la respiracion anaerdbica el NO= puede servir como aceptor de electrones. ¢A qué es
convertido?

5) Explique el propdsito de incorporar azul de bromotimol al medio utilizado para estudiar
oxidacion-fermentacion.

6) ¢ Cual es la funcion de la sal ferrosa en el medio de SIM? ¢De ddnde proviene el H2S
formado en este medio?

7) éQué otra enzima ademas de la catalasa degrada al H202? ¢ Qué microorganismos
producen estas enzimas?

8) Explique el efecto toxico del Oz en los anaerobios estrictos.

9) La enterobacteria Salmonella entérica posee la enzima tiosulfato reductasa que le
permite respirar tiosulfato. Ademas, posee movilidad, es incapaz de metabolizar lactosa
aunque puede crecer a partir de triptofano. Que resultados espera obtener si esta bacteria
es cultivada en medios SIM y Agar Mac Conkey.



10) ¢ Cudles son las diferencias morfoldgicas (de las células y de las colonias) entre los
géneros Bacillus y Streptomyces?

11) ¢Qué ventajas le confiere la produccion de “estados de arresto” (por ejemplo,
endosporas por Bacillus, exosporas por Streptomyces, cistos por Azotobacter) en el suelo?
12) ¢ Qué ventajas confiere la produccion de antibidticos en el suelo?

13) ¢Qué ventajas confiere la fijacion de nitrogeno atmosférico?

14) ¢ Cudl es el objetivo de realizar el shock térmico durante el aislamiento de bacterias del
suelo?

15) ¢ Podria disefiar un medio de cultivo que le permita aislar todos los microorganismos del
suelo de una sola vez?

16) Algunas especies de Klebsiella pueden fijar nitréogeno, pero no lo pueden hacer cuando
esta crece aerébicamente.é Cudl es |la razon para esto?

17) éQué tipo de microorganismos espera encontrar en una muestra de suelo seco como
fuente de indculo?

18) ¢Qué tipo de microorganismo utilizaria como "testigo" para detectar bacterias de suelo
productoras de antibidticos B-lactamicos? ¢ Podria utilizar Saccharomyces cerevisiae?

19) ¢ Qué ventaja representa para los microorganismos tener exoenzimas?

20) éPor qué los polisacaridos tales como almidén y glucdgeno deben ser digeridos fuera de
la célula y los disacaridos como sacarosa y lactosa pueden ser digeridos dentro de ella?



