Trabajo Práctico 1: Técnicas generales de Microbiología

DIA 1: Manejo de material en el laboratorio, técnicas asépticas, preparación de medios y esterilización. Armado de columnas de Winogradsky.
DIA 2:  Siembra y aislamiento, efecto de la radiación UV. 
DIA 3: Observaciones del crecimiento microbiano.

OBJETIVOS GENERALES:
· Conocer la importancia de la esterilización y familiarizarse con el manejo de los procedimientos más frecuentemente utilizados para llevarla a cabo.
· Mechero Bunsen, 
· Horno Pasteur o estufa de aire caliente, 
· Autoclaves, equipos de filtración y materiales a tratar.
· Aprender las técnicas básicas que se utilizan para el cultivo de microorganismos.
· Preparación de medios de cultivo. Uso de balanzas, medición de pH.
· Técnicas de esterilización.
· Trabajo en condiciones de asepsia. Preparación de placas de Petri, tubos con medio de cultivo sólido y líquido.
· Técnicas de aislamiento y siembra en cultivo líquido y en cultivo sólido: estriamiento, punción, rastrillado, volcado.
· Conocer los métodos de estudio de los microorganismos. Observaciones macroscópicas. 

[bookmark: _heading=h.gjdgxs]Día 1: Manejo de técnicas asépticas, preparación de medios de cultivo y esterilización. Armado de columnas de Winogradsky.
 
Ejercicio 1: Práctica de preparación de placas, siembra, pipeteo, trasvasado de soluciones en condiciones de esterilidad.
MATERIALES:
· Agar al 2% 
· LB-Agar
· Placas de Petri de plástico no estériles
· Placas de Petri de plástico estériles
· Ansa, hilo, gradilla y mechero
· Espátula de Drigalsky
· Pipeteros con pipetas de 5 ml
· Tubos de ensayo
· Frascos con tubos eppendorf estériles
· Micropipetas automáticas
· Caja con puntas de micropipetas (amarillas y azules)
· Tubos de ensayo con 4 ml de LB líquido (ya fraccionado por el docente) para el control del autoclave. 3 tubos por comisión. 
· 3 cáscara de huevos lavadas (fuente de carbonato).
· 1 tiza molida (fuente de sulfato).
Recomendaciones para el armado de placas y tubos.
Distribución de los medios de cultivo.
Para trabajar con medios de cultivo sólidos y semisólidos es necesario fundirlos en el microondas antes de usarlos. Para esto se deben aflojar primero las tapas de los frascos, evitar ebullición durante el proceso y cuando esté completamente fundido homogeneizar bien el agar. Una vez atemperado (45ºC), se procede a colocar el medio en tubos o placas según corresponda.
Medio sólido y semisólidos en tubos: manteniendo las condiciones de esterilidad, volcar el medio de cultivo dentro de tubos estériles. Inmediatamente después, tapar el tubo con su tapa plástica. Se pueden dejar enfriar en posición vertical, si van a ser inoculados en profundidad; o pueden inclinarse para proporcionar una mayor superficie de siembra al solidificarse (tubo con agar inclinado o también llamado pico de flauta). Se debe colocar la cantidad de medio requerida según el tipo de ensayo que se quiera realizar. Los medios semisólidos contenidos en tubos se deben dejar enfriar en posición vertical para ser inoculados en profundidad.
Medio sólido en placas:  manteniendo las condiciones de esterilidad, volcar el medio de cultivo dentro de placas vacías hasta cubrir la base de la placa y alcanzar un tercio de la altura (3mm aproximadamente). Tapar y dejar solidificar sobre la mesada. Antes de sembrar, se debe poner a secar con la tapa entreabierta en el flujo laminar o cerca de un mechero.
IMPORTANTE: Si se incorporan al medio de cultivo compuestos termolábiles, como vitaminas o antibióticos, estos deben ser esterilizados previamente por filtración y luego se adicionan al medio de cultivo estéril, fundido y atemperado, antes de preparar la placa. 
Medio líquido en tubos: manteniendo las condiciones de esterilidad, volcar el medio de cultivo dentro de tubos de ensayo estériles, aproximadamente 2 ml. Inmediatamente después, tapar el tubo con su tapa plástica. 

PRÁCTICA:
Armado de placas 
1- Preparar una placa con el Agar fundido por alumno (para practicar). 

Práctica de las técnicas asépticas
1- En la placa de Agar se practicará la siembra con ansa tomando muestras de agua. Se realizará el estriado utilizando toda la superficie. Observar la dureza del medio y la posición del ansa necesaria para no romper la superficie. Se puede repetir varias veces esta práctica.
2- En la misma placa de Agar, se colocarán 50 μl de una muestra de agua, utilizando micropipetas en condiciones asépticas y se sembrará por rastrillado con espátula de Drigalsky. 
Cada alumno deberá practicar el tiempo que considere necesario para adquirir confianza.  

Ejercicio 2: Preparación de medios de cultivo y esterilización de materiales en el autoclave.
MATERIALES: los medios de cultivo y materiales a esterilizar serán indicados por el docente.
Preparación de los medios de cultivo para esterilizar por calor húmedo
La preparación de medios de cultivo se ha simplificado en gran medida por la comercialización de medios deshidratados, en los que los diferentes nutrientes se encuentran ya mezclados en las debidas proporciones, siendo sólo necesaria la adición de la cantidad correcta de agua destilada para disolver sus componentes. Cuando se prepara un medio líquido se deben disolver totalmente todos sus componentes en agua destilada. A continuación, el caldo se envasa en los recipientes adecuados (frascos o tubos), tapando los mismos y esterilizándolos. Siempre se debe dejar aproximadamente la mitad del volumen del recipiente vacío para ser esterilizado en autoclave.
La preparación de un medio sólido puede hacerse de dos maneras: preparar el caldo disolviendo sus componentes en el volumen final de agua, pesar el agar necesario para una concentración final de 1,5% y colocar todo en una botella para esterilizar, o bien, utilizar un medio sólido comercial (conteniendo la cantidad de agar necesaria) pesando la cantidad necesario según el fabricante y disolviendo en agua. En ambos casos, se debe pesar la cantidad necesaria por frasco a preparar, es decir, no se puede alicuotar un medio sólido recientemente preparado antes de ser fundido. 

Preparación del material para esterilizar por calor húmedo.
El material que se va a esterilizar debe prepararse de tal manera que se conserve sin contaminar una vez esterilizado:
- El material de vidrio, como tubos, frascos, erlenmeyers, etc., se cierran con tapones metálicos para evitar la entrada de los microorganismos. En el caso de las pipetas, se introducen en estuches o cajas metálicas para ser posteriormente esterilizadas. Todo el material de vidrio vacío se esteriliza con calor seco, generalmente en un horno Pasteur. En caso de que los frascos o tubos posean tapas de plástico se esterilizan en autoclave.
- El material de plástico desechable ya se suministra estéril y listo para su uso. Por ejemplo, las placas de Petri se introducen en bolsas de plástico selladas y se esterilizan con óxido de etileno o radiaciones.
- Las soluciones y medios de cultivo líquidos se envasan en frascos o tubos y se esterilizan, generalmente, en autoclave. Las tapas de los frascos y tubos deben permitir el intercambio de vapor (no deben estar ajustadas herméticamente), y al igual que los tapones de algodón, deben recubrirse con papel. Existen varios métodos para llevar a cabo el proceso de esterilización y la elección de uno determinado viene condicionada por el tipo de material que se quiere esterilizar.

Ejercicio 3: Control biológico del autoclave utilizando esporas de Bacillus subtilis (por comisión).
MATERIALES
· Cultivo en placa de B. subtilis. (dicha cepa será crecida en medio de esporulación)
· tubos de ensayo 
· caldo LB estéril 
· Hisopos estériles.
· Autoclave.
TÉCNICA 
1- Rotular los tubos de ensayo: (1) Autoclave, (2) Control de crecimiento (+), (3) Control de esterilidad del medio (-), anotando además el nombre del alumno o grupo y la comisión, para su identificación.
2- Trabajando en condiciones asépticas, tocar con hisopos estériles esporas de B. subtilis y colocarlos en los tubos 1 y 2, colocar un hisopo estéril en el tubo 3. Agregar 2 ml de LB a cada tubo.
3- El tubo 1 se colocará en el Autoclave y se tratará 15 min a 121 ºC, y el tubo 2 no se someterá a tratamiento térmico. 
4- Al finalizar el período de tratamiento se incubarán a 37 ºC para permitir el desarrollo bacteriano, por 24-48 hs.
5- Después de este período observar si hubo o no desarrollo en los tubos, el cual se manifiesta por turbidez en el medio.
6- Anotar los resultados y sacar conclusiones.

PROTOCOLO DE MANEJO Y ESTERILIZACIÓN EN AUTOCLAVE (MANUAL):
1- Asegurarse de que haya un buen nivel de agua destilada en la autoclave. Si no hay suficiente, agregarla hasta que casi llegue a la parrilla inferior.
2- Introducir el material que se va a esterilizar procurando que quede bien ubicado para evitar derrames y cerrar la puerta ajustándose bien. Debe quedar herméticamente cerrado.
3- Abrir la válvula de salida de vapor y encender la fuente de calor del autoclave.
4- A medida que suba la temperatura del agua (ver el termómetro), empezará a salir una mezcla de vapor-aire por la válvula de salida de vapor. Dejar que escape esta mezcla hasta que solo salga un flujo continuo de vapor y el aire haya sido eliminado; a esto se le llama purgar el autoclave.
5- Una vez purgado el autoclave, cerrar la válvula de salida de vapor y dejar que la presión suba hasta 1 atmósfera (15 psi, libras por pulgada cuadrada) por sobre la presión atmosférica (se puede observar en el manómetro). Este aumento de presión conlleva a un aumento en el punto de ebullición del agua hasta 121°C. Es importante destacar que no es la presión del autoclave lo que inactiva a los microorganismos sino la elevada temperatura que puede alcanzarse cuando el vapor de agua se somete a presión.
6- En ese momento empezar a contar el tiempo.
7- Transcurridos 15 minutos a 1 atm de sobrepresión, apagar la fuente de calor y dejar que el autoclave se enfríe sólo. 
8- Esperar a que la presión baje a 0 y luego abrir la válvula de salida de vapor. Abrir el autoclave y retirar el material.
En el caso de las autoclaves automáticas (eléctricos), los parámetros se seleccionan al inicio y el equipo controla la salida de vapor, mantiene la temperatura interna en 121°C y controla el tiempo de esterilización.


Ejercicio 4: Armado de las columnas de Winogradsky (2 por comisión).
MATERIALES
· 2 botellas de plástico transparente de 1,5 – 2 litros.  
· Fango proveniente de pantano, zanja o río como fuente de inóculo. (Se aconseja una zona del río con aguas estancadas)
· Papel, 2-3 hojas. O residuos vegetales. 
· Fuente de luz incandescente.
· Suplemento de sales: 3 cáscara de huevos (fuente de carbonatos), 1 tiza (fuente de sulfatos), 5 gr de K2HPO4 (fuente de fosfatos).
· Suplemento de materia orgánica: papel en pedacitos (fuente de celulosa). 
· Recipientes para mezclar los sedimentos.
· Marcador permanente para rotular. 
· Agua 
· Ubicación bien iluminada donde las columnas puedan permanecer sin perturbaciones durante 6-8 semanas.
Procedimiento: 
· Colocar 1.6 kg. de inóculo en el interior una de las botellas. 
· Adicionar:
· cáscaras de huevo picadas
· tiza molida
· fosfatos, 5 gr.
· trozos de papel de filtro o papeles vegetales
· un poco de agua
· Mezclar bien.
· Dividir la mezcla en dos botellas y aprisionar bien el fango evitando que queden burbujas de aire entrampadas. Completar hasta un tercio de la altura de la botella.
· Completar con agua hasta aproximadamente la ¾ partes de tubo, vertiéndose suavemente contra las paredes a fin de evitar remover el barro. Controlar periódicamente el nivel de agua durante el desarrollo de la experiencia.
· Proceder a tapar las columnas con tapones de algodón.
· Colocar las dos botellas al abrigo de la luz (tapar con papel de diario) durante el lapso de una semana.
· Al término de este tiempo, destapar una de las botellas y exponerla a la acción de una fuente de luz incandescente en forma permanente.
· Incubar las columnas a una temperatura de aproximadamente de 25 oC.
- Observar periódicamente y fotografiar. Tomar nota de los cambios desencadenados en cada una de las columnas para su posterior interpretación. Anotar los cambios observados en la tabla a continuación. 

	Semana
	Cambios macroscópicos observados 
	Ubicación en la columna
	Proceso metabólico y/o químico posible
	Fotografía

	0 (Armado) 
	
	
	
	

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	5
	
	
	
	

	6
	
	
	
	

	7
	
	
	
	

	8
	
	
	
	

	9
	
	
	
	

	10
	
	
	
	






Día 2: Siembra y aislamiento. Efecto de la radiación UV.

Ejercicio 1: Siembra y aislamiento de distintas muestras bacterianas en distintos medios.
Armado de placas y tubos
1. Preparar una placa con LB-Agar por alumno, y una placa más por grupo.  Dejar solidificar las placas sobre la mesada y secarlas en el flujo laminar o en la estufa a 37°C. (Se utilizarán en los ejercicios siguientes).
2. Cada alumno deberá preparar un tubo de hemólisis con LB semisólido (2 ml, aprox. 2cm de altura) que deberá dejar solidificar en forma vertical.
3. Cada alumno preparará un tubo de ensayo con LB líquido (3 ml, aprox. 3 cm de altura).

Métodos de aislamiento:
A) Aislamiento en placa por estrías (ver Guía de TA)
   I. Agotamiento de ansa (se utiliza más de una placa) 
   II. Depósito y posterior quemado (se utiliza una sola placa) con los pasos siguientes:
B) Aislamiento por dilución del medio líquido y posterior sembrado en medio sólido (ver Guía de TA).

MATERIALES:
Cada alumno utilizará en este ejercicio los materiales preparados previamente:
· 1 placa de Petri con medio LB-Agar. 
· 1 tubo con LB semisólido en columna (2ml). 
· 1 tubo de ensayo con LB líquido (3ml).
· Cepas: Escherichia coli DH5, E. coli MC4100, Bacillus subtilis, Serratia marcescens, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Estafilococcus aureus, Streptomyces spp., levaduras. 

PRÁCTICA: 
· Siembra y aislamiento en placa: Se procederá utilizando la técnica de “Depósito y posterior quemado”. 
· Siembra en medio semisólido: Se procederá a inocular por punción. 
· Inoculación de medio líquido: Se procederá a inocular con ansa. 
Inclubar las placas y tubos a 37°C en estufa o agitador según corresponda. 


Ejercicio 2. Evidenciar la acción antimicrobiana de la radiación UV (por grupo).
MATERIALES
· Placa de LB-Agar (una placa por grupo)
· Ansa, mechero
· Cepas: Escherichia coli DH5, E. coli MC4100, Serratia marcescens
PRÁCTICA
1- En una placa de LB-Agar (preparada en el ejercicio 1) hacer una estría con cada una de tres cepas bacterianas: (1) Escherichia coli DH5α, (2) Escherichia coli MC4100, y (3) Serratia marcescens.
2- Con la placa protegida de la luz UV, destapar para exponer a la radiación tres regiones durante: a) 0 min, b) 1 min y c) 3 min.
3- Luego, incubar en estufa a 30 °C durante toda la noche. 


CUESTIONARIO GUIA 
1) ¿Qué tipo de material se puede esterilizar en el horno de calor seco y en el Autoclave? ¿Cuál es la temperatura y el tiempo que se requieren para lograr la esterilización en cada caso? Justifique.
2) [bookmark: _heading=h.30j0zll]Mencionar ejemplos de desinfectantes y antisépticos indicando un uso específico en cada caso.
3) ¿Por qué es importante flamear el ansa al terminar de estriar?
4) Explique los términos esterilización, bactericida, bacteriostático, antiséptico y desinfectante.
5) ¿Para qué tipo de sustancias utilizaría la filtración como método de esterilización? 
6) Explique el efecto de radiaciones ionizantes y no ionizantes en lo referente a su utilidad en esterilización. 
7) ¿Qué desinfectantes conoce como agentes oxidantes? ¿Para qué se emplea en esterilización? ¿A qué concentración son efectivos? ¿Frente a qué tipo de microorganismos son activos?  
8) ¿Qué es la pasteurización? ¿Qué aplicación práctica de la misma conoce? ¿En qué se diferencia de la tindalización? 
9) Describa diversas formas de monitorear la efectividad de un proceso de esterilización determinado y explique porqué el monitoreo es necesario.   
10) Explique cómo la concentración o la dosis de un agente antimicrobiano y la duración del tratamiento influencia la actividad del agente.  
11) ¿Por qué es aconsejable lavar el material altamente contaminado con jabón y agua antes del tratamiento con el agente antimicrobiano?
12) ¿Para qué es necesario obtener colonias aisladas?
13) ¿Qué importancia tiene obtener un cultivo puro?
14) ¿Qué características tiene el agar en cuanto a composición química, valor alimenticio y propiedades físicas?
15) ¿Cómo calificaría los medios de cultivos de acuerdo a su composición química?


Día 3: Observación de microorganismos.

Cuando uno quiere estudiar microorganismos, en primer lugar, se realiza una observación de los mismos. Para ello como primer paso debemos inocular un medio de cultivo durante un tiempo y temperatura conveniente dependiendo de las características del microorganismo que se desea cultivar. Posteriormente, es necesario observar y anotar los cambios que puede sufrir el medio de cultivo empleado, así como también la apariencia de los microorganismos cuando estos son cultivados en medio líquido o la formación de colonias en medio sólido. Las observaciones se hacen a nivel macroscópico y microscópico. En el último caso se puede agregar un paso previo de tinción que permite revelar información sobre el tipo celular y morfología. Las observaciones microscópicas se realizarán en el TP2.

OBJETIVO GENERAL: Familiarizarse con la observación del crecimiento de microorganismos.
· Individualizar las características macroscópicas de cultivos de bacterias, hongos y parásitos. Aspectos del crecimiento en medio líquido, morfología de las colonias en medio sólido, etc. (ver Guía de TA). 


Ejercicio 1: Observaciones macroscópicas.
Observar el crecimiento en medio sólido en placas y en medio líquido en tubos. Forma, tamaño, consistencia, color, olor, de las colonias, y turbidez, grumos, o película, de los cultivos líquidos. 
Se realizará la caracterización morfológica de las colonias de los microorganismos aislados por los alumnos y de microorganismos provistos por el docente. 


Ejercicio 2: Analizar el efecto de la radiación UV.. 
Observar el efecto de la radiación UV en el crecimiento de tres cepas bacterianas. Comparar los resultados obtenidos con los otros grupos.

CUESTIONARIO GUIA 
1) Describa diferentes modos de aislar un microorganismo.
2) ¿Cuáles son las ventajas y desventajas de la utilización de medios sólidos y líquidos?
3) ¿Para qué es necesario obtener colonias aisladas?
4) ¿Qué se entiende por el término colonia? 
5) Indique tres parámetros que permiten caracterizar una colonia en medio sólido.
6) Indique tres formas distintas de desarrollo de un cultivo en medio líquido.
7) ¿Qué se entiende por una bacteria cromófora? 
8) ¿Qué métodos macroscópicos pueden utilzarse para saber si un microoganismo es móvil?


