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PRACTICA No. 1

CINETICA DE CRECIMIENTO DE UN CULTIVO BACTERIANO

INTRODUCCION

El crecimiento poblacional bacteriano puede definirse en términos del
incremento en la masa celular o del numero de células. Generalmente estos dos

parametros guardan una relacién directamente proporcional, pero puede variar se
gun las condiciones de cultivo.

La masa celular es expresada ya sea como peso seco, volumen celular empa
cado, contenido de nitrégeno o turbidez, ésta Gltima es la mi&s usualmente em———

pleada pues su medicidén répida en un fotocolorimetro o espectrofotdmetro permi-
te rastrear la densidad de un cultivo mientras estad creciendo.

Respecto al incremento en el nimero de células, éste es .determinado di--
rectamente mediante cuentas viables en placa aunque existen técnicas electréni-
cas sofisticadas que permiten detectarlo.

OBJETIVO

En este ensayo perseguimos los siguientes objetivos:

1) Monitorear fotocolorimetricamente la turbidez de un cultivo bacterianc en
multiplicacidén activa.

2) Representar graficamente el desarrollo celular poblacional apreciando los di
ferentes estadios de crecimiento.

W

Manejar matematicamente los datos del rastreo fotocolorimétrico para definir
los parameteros de crecimiento bacteriano.

4) Determinar los parametros de crecimiento en funcién del incremento en el ni-
mero de células. ’

(8]

Establecer una comparacién entre los parametros obtenidos a partir de ambas-—
alternativas.

FUNDAMENTO

Los cultivos bacterianos son capaces de dispersar la luz de u %"' A
aproximadamente proporcional a la masa celular. A longitudes de onda “EH ‘_;én
go del espectro visible, la absorcién de luz por los constituyentes celirbares —
coloreados es insignificante por lo que la mayor parte de la turbideZ*=¢ debe, 2
la dispersién de la luz, pues ésta depende del alto indice de refraccidén de la-
bacteria. A longitudes de onda donde la razén absorbancia/luz dispersa es baja,

la densidad éptica de un cultivo puede medirse en un espectrofotdémetro y es pro
porcional al nimero de células.




-——

1 A
| — e, T

e e
[P— e al|

:
n
N
E

Generalmente se emplean longitudes de onda entre 490 y 550 nm, pues la-
dispersién de la luz es mayor al disminuir la longitud de onda. Sin embargo a
valores inferiores a 490 nm, la absorcién por productos amarillos podria lle--
gar a ser significativa. La relacidén exacta entre la absorbancia a cierta lon
gitud de onda y el nimero de células varia de acuerdo a la cepa utilizada y a

las condiciones de cultivo, ya que la razdén masa/numero de células se modifica
con el medio.

La curva de crecimiento completa comprende principalmente tres fases: -
la adaptativa, exponencial y estacionaria. La més utilizada para caracterizar
el crecimiento de un cultivo es la fase exponencial, a partir de la cual se ob

tiene la velocidad de crecimiento y el tiempo de generacion partiendo de las -
siguientes suposiciones:

1) Las bacterias se reproducen por fisién binaria, lo que significa que el
incremento en el numero de células conforme transcurre el tiempo podria
expresarse de la siguiente forma:

1 célula » 2 células - 4 células > 8 células

Cuando el crecimiento se expresa matematicamente en términos de una -
base, el incremento es determinado por su exponente, por ello este ti-
po de crecimiento recibe el nombre de exponencial:

2O células ~»> 2l células -» 22 células > 23 células - 24 células

Una grafica del logaritmo de nimero de células (exponentes) contra tiem
po proporciona una linea recta cuya pendiente define a la velocidad es-—
pecifica de crecimiento ( u ) como se muestra enseguida:
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Matematicamente la velocidad especifica de crecimiento se obtiene confor
me la siguiente ecuacidn:

log Nf - log NO

t

donde N_. y N_ son el nimero inicial y final de células respectivamente y
t es el tiempo transcurrido entre ambos conteos.
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3) En forma mas general, el namero inicial de células se modifica conforme &
transcurre el tiempo de acuerdo a la siguiente relaciédn:

2
NO > 2NO » 2 N0 -

o sea, el nimero final de células es igual a:

z
N. = 27 Ng : (2)

donde z es el nimero de generaciones, el cual puede obtenerse facilmente-
al conocer el tiempo transcurrido y el tiempo de duplicacién ( Td ):

(73°)

Comunmente se desconocen Td y z, por lo que combinando las ecuaciones 2 y 3
se puede obtener Td segin el planteamiento siguiente:

a) Despejando z de la ecuacién 2 tenemos:

log N - log NO

f t

log 2 Td

b)Combinando las ecuaciones y regrupando términos tenemos que:

log N. - log N

£ log 2

0
t Td

c)Puesto que el miembro de la izquierda es igual a u , entonces:

log 2

Td

De aqui al despejar Td obtenemos:

Td = log 2

v

Ecuaciones similares se obtienen si se sustituye el nimero de células (N)
poer peso seco, absorbancia o unidades Klett. §Si existe una relacion directa
entre el nimero de células y cualquiera de los otros parémetros, una consecuen
cia matemdtica de este hecho es que el valor de p° debera ser igual.
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MATERIAL Y REACTIVOS

1 tubo de ensaye ‘con Agar Nutritivo inclinado, iconteniendo un ‘cultive de: .
Escherichia coli. , :
1 tubo de ensaye de 18 x 150 mm conteniendo 10 ml de Caldo nutrditivo' o Caldo =
Luria. 7 ‘
1 asa bacterioldgica .
1 mechero : i T
1 matraz nefelométrico de 250 ml, conteniendo 50 ml de medio de,Cult;vof(Caldo-
Nutritivo o Medio Minimo de Glucosa y sales) ' ;
1 pipeta graduada de 5 ml estéril
1 gradilla
3 Tubos de dilucién: tubos de ensaye de 18 x 150 mm estériles a losicuales se =
les adicionard asepticamente 9.9 ml de NaCl 0.85% estéril.
4 Tubos de dilucidén: tubos de ensaye de 18 x 150 mm estériles aclos cualeg se -
les adicionari asepticamente 4.5 ml de NaCl 0.85% estéril.
8 Tubos de agar blando: tubos de ensaye de 13 x 100 mm conteniendo 2.5 ml-de” -
agar-agar al 0.6% estéril.
9 pipetas de 1 ml estériles
8 placas de Agar Nutritivo
Fotocolorimetro equipado con filtro verde
Bafio de agua a 45°C
Vortex
Incubadora a 37°C
Agitador rotatorio con temperatura controlada
El Medio Minimo de GLucosa y sales contiene en un litro de agua destilada los -
siguientes ingredientes: MgSOA, 0.2 g; CaClz, 0.1 g3 KHZPOA’ 150 23 KZHPOA :
1.0 g; NHACl, 2.0 g; Glucosa, 1.0 g. : : .

METODOS

1.- Inocular por asada un tubo de ensaye conteniendo 10 ml de Caldo Luria, em—-
pleando la cepa de Escherichia coli. Incubar a 37°C durante toda la. noche.

2.— Verificar al fotocolorimetro. la turbidez del medio contenido en el matraz -

nefelométrico, habiendo calibrado el aparato previamente con agua destilada.

El valor obtenido deberd sustraerse a cada una de las lecturas subsecuentes
y la diferencia representara la turbidez debida exclusivamente a las célu--
las presentes en el caldo.

3.- Transfiera asépticamente 1 ml del cultivo de toda la noche al matrau nefelo

métrico y registre inmediatamente la turbidez. Esta se considerard la lectu
ra al tiempo O.

4.- Aila vez realice una cuenta viable del indéculo procediendo como sigue: pre-
pare diluciones seriadas del cultivo de toda la noche y luego transfiera ——
por duplicado 0.1 ml de las diluciones 1075 y 10'6 a pares ,de tubos de —-—-
agar blando previamente:fundidos y mantenidos en bafio de agua a 45°C. De in
mediato mezcle homogené%hente y vacie todo el contenido de los tubos sobre-
la superficie de Agar Nutritivo contenido en cajas de Petri. Permita que SO
lidifique e incube las cajas a 37°C durante 24°C invirtiendolas.
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5.- Una vez hecha la lectura del matraz nefelométrico, incubelo con agitaeidn: ;
a 37°C durante 13 horas. " W

\

| .

6.- Cada hora registrar la turbidez del cultivo al fotocolorimetro y anotar. -

]
]
]
]

7.— Entre las 3 - 5 horas de incubacién, realizar nuevamente una cuenta Gia-- ‘
ble pero ahora del cultivo en crecimiento, para ello-proceda conforme se« ‘
indicé_gn el iaciso 4, pero para el vaciado en placa utilice las dilucie+
nes 10 y 10 del cultivo. |

RESULTADOS

—
 —

1.-En la siguiente tabla registre las lecturas ya corregidas de la turbidez - i
observada por su cultivo.

TTIEMPO UNIDADES KLETT

(h) (U.K.) log U.K.
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“W semilogaritmico que proporcionamos enseguida. Coloque en las absci-—-
sas el tiempo en horas y en las ordenadas las Unidades Klett.: Procure

[
.- Grafique los datos de la tabla anterior utilizando la hoja de papel -
rotular correctamente su figura.
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LLocalice en la gréafica las diferentes fases de crecimiento, e indique
enseguida su duracién: |
|

Fase Lag

Q
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Fase Exponencial : '\

" |
\
l Fase Estacionaria:
_—
| ] |
] 4.- Registre tambien los siguientes datos: w
N — it
1 Medio de Cultivo \ |
- | Temperatura de Incubacién: I
.. Agitacidn ; E@|
A i
— = 5.- Arialice su grafica, determine que puntos corresponden a la fase expo- i
} ] nencial de:crecimiento y complete el siguiente cuadro considerando — Ew
[¥ | como X al tiempo en horas y Y al logaritma de las Unidades Klett. So-— i‘
e meta esos datos a regresidn lineal para obtener la pendiente que es - i
| la que representa la velocidad de crecimiento (/J )1 il
Ll |
1 Tiempo (h) log U.K. X2 XY 72 iy
X 4 p
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6.- Con las ecuaciones dadas a continuacién obtenga la ecuacidn de la linea
recta a la cual se ajustan los puntos de la fase exponencial.

Ecuacién de la recta: Y =m X + b :

sz Ty - 5SX XY

b = - Intersecto con el eje de las Y

NEX2— (Zx>2

N XY - =X ZY

= pendiente de la recta

NZx2 - (EX)° : 0
i |
A T

[
)
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]

Ecuacion de la recta
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recta a la cual se ajustan los puntos de la fase exponencial.

Ecuacién de la recta: Y =m X + b :

sz Ty - 5SX XY

b = - Intersecto con el eje de las Y

NEX2— (Zx>2

N XY - =X ZY

= pendiente de la recta

NZx2 - (EX)° : 0
i |
A T

[
)
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]
]

Ecuacion de la recta




La velocidad de crecimiento ( p ) puede obtenerse también utilizando logaritmos -
o ain mejor logaritmos base 2, por lo que cuando 93inﬁxmaxtspxﬁnzaes&s*wﬂg
res es importante sefialar el tipo de logaritmos empleados en su calculo. Indepen—

dientemente, las unidades de p  son slempre h1 o mint.

7.— Una vez obtenida p , calcule el tiempo de duplicacién y el numero de
generaciones transcurridas durante el intervalo comprendido por la-
fase exponencial. Emplee las ecuaciones (3) y (5) dadas en el funda
mento.

CALCULOS

8.- Obtenga el nimero de celulas/ml presentes en el inéculo; para ello pro-
ceda llenando los blogques que Se proporcionan a continuacién con los da
tos solicitados en la parte superior y realizando las operaciones indi-
cadas en la secuencia.

El promedio es
el mimero de —
células/ml pre
sentes en el —
inéculo.
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g ] 9.- Con el dato anterior calcule el nimero de celulas/ml presentes en el ‘ i:
l Ly matraz nefelométrico al tiempo O. Considere que tomé 1 ml del culti It
‘ | vo de toda la noche y lo adiciondé a 50 ml de medio. ‘ “
' A . ‘
| ] CALCULOS fl
| . _ |
. |
| ] |

nimero de celulas/ml
presentes en el ma— w
traz al tiempo O _ |
(N,) = g

[

10.- Obtenga el nimero de células/ml presentes en el matraz al tiempo 3-5 (i
horas; para ello proceda como se indicé anteriormente en el inciso 8.

| [ Nimero de colonias o e Inverso de la El promedio es i
| : en la placa 10 dilucin el nimero de — 'f'."
[ j células/ml. '
3 ) ‘:‘
10 . 1
[ J >ﬂ R BT il
i 10-3 : “
|
[ 107 | | :}
l ] *l x 10 x 104 = ,
[ 1 107 |
| L5 |
| missso de celulas/ml pre- !
| i | edtws @n el mtraz al - !
L - teampo 3 - 5 hores. |
(Nf) = ‘I\
o h
| L |
\ Y o S
| |
| q Rt e




11.- Con los datos obtenidos en los incisos 9 y 10 obtenga p, Td y z em
pleando las ecuaciones (1), (3) y (5) dadas en el fundamento.

CALCULOS

12.- LLene la siguiente tabla con los datos solicitados.

PARAMETROS DE CRECIMIENTO

FUENTE

1

p(h ) Td (h)

TURBIDEZ

NUMERO DE CELULAS
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PRACTICA No. 2

AISLAMIENTO DE BACTERIAS ENVAINADAS

INTRODUCCTION

acuaticas, principalmente los generos Sphaerotilus ¥y

de formar vainas gue les permiten adherirse a supers:

1

y las protegen de la depredacién. Una caracteristica de estos
¢s su capacidad para depositar hidréxido férrico y algunas veces -
.), diéxido de manganeso en sus vainas. Supuestamente esta impreg-

—tribuve a la estabilidad y densidad de las vainas, las cuales perdu
in las bacterias ya las han abandonado.
tos microorganismos estén ampliamente distribuidos y son relativamen
de aislar. Sphaerotilus natans tTiene como habitat las corrientes—
aguas contaminadas con desechos de alcantarillado o de las indus——-
-lera, agricola o alimenticia; donde forma grandes borlas viscosas -
= las piedras, plantas y otros objetos sumergidos. También se le -
encuentra en los lodos activados y como flora natural de rios y estanques. -
Por otra parte, los miembros del género Leptothrix se encuentran en rios o -
arroyos de corriente lenta que no estan contaminados. Algunas especies de es
te género tambien pueden encontrarse en aguas escasamente contaminadas o en -
lodos activados.

3
(=3

OBJETIVO

Wediznte observaciones microscépicas y cultivo en medios adecuados preten
deremos. aislar de su habitat natural alguna bacteria productora de vainas, Y
al lograrlo ensayaremos su capacidad para oxidar el manganeso.

FUNDAMENTO

Atendiendo a su hébitat natural se localizaréd un cuerpo de agua éen la-
localidad que posea las siguientes caracteristicas: flujo lento y contamina--
cién densa con materia orgénica procedente de desechos industriales. ©Se toma
ré4 una muestra y se inoculard en un medio con escaso contenido de nutrientes-—
para favorecer el desarrollo filamentoso de Sphaerotilus natans y a la vez —-
frenar la multiplicacién de otros microorganismos. El medio contendrd peque-

fios fragmentos de paja que serviran como soportes a donde se adherirén las —-
vainas.

‘Después del enriquecimiento se examinard microscopicamente el cultivo-
para detectar la presencia de organismos envainados. Luego transferiremos una
paja-a un medio sélido pobre en nutrientes que debérid incubarse previamente-
a-37°C ‘durante toda la noche para reducir la humedad e impedir el desarrollo-
de ‘organismos indeseables. Se examinard macroscopicamente el crecimiento desa
rrollado en busca de las colonias tipicas de S. natans , de acuerdo a las si-
guientes caracteristicas: colonias planas, de bordes irregulares; opacas y -




algodonosas.

Estas colonias seran purificadas por resiembras y se ensayara.si: -
incapacidad para oxidar iones manganosos.

MATERTAL Y REACTIVOS

matraz Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml de medioc de enriquecimiente de
Stokes
matraz Erlenmeyer de 100 ml conteniendo 50 ml de agua destilada estéril
Placas de medio sdlido de Stokes
tubo de 13 x 100 mm conteniendo Medio solido de Stokes inclinado
mechero
asa bacterioldgica
pipetas graduadas de 10 ml estériles
ortaobjetos y cubreobjetos
lupa
pinzas de diseccién
regla
microscopio con objetivo de 100 X
aceite de inmersiodn

Medioc de enriquecimiento de Stokes: Consiste de paja de alfalfa al 1% en agua
de l1a llave. La paja debe cortarse en piezas de 1 pulgada de largo y
tarse con grandes volumenes de agua hirviendo para eliminar en su
dad la materia orgénica soluble antes de preparar el medio final.

Medio sélido de Stokes: contiene 'por litro de agua de ]
ingredientes: GLucosa, 1 gj peptona, 1 g; MgSOa, 0.
FeCly, 0.01 g; agar, 12.5

=)

&
s°

Medio de Rouf y Stokes: contien por litro de agua de la llave los
constituyentes: peptona, 5.0 g; Citrato férrico amoénice, 0,1%
MgSO 0.2 g; CaCl_;,"0.05°g; MnS0,, 0.05 g, FeCl,, 0.01 g; agar

= S

i
4

METODOS

1.- Recolectar una muestra de agua en un as esteril y Etransportar
boratorio.

Transferir 10 ml de la muestra de agua a2 un matraz Erlenmeyer
50 ml -de medio de-enriguecimiento.

3.-TIncubar estiticamente a temperatura ambiente.-durante una semana

. _Tomar muestras del cultivo ¢on una asa bacterioldgica -y depositarias se——
paradaméente sobre portaobjetos conteniéndo una gota de colorante vital
Mezclar, colocar un -cubrecbjetos -y examinar al -microscepie cen objetl

mentos

de 40X en busca de los filamentos de bacterias envainadas.

todo el material bioldgico que aparezca
identificarlo.




Con pinzas estériles remover del caldo una de las pajitas ¥y lavarla con
abundante agua estéril.

}

Colocar la paja limpia sobre la superficie de una placa de medio sb6lido
de Stokes seca, procurando depositarla en una orilla; a partir de ella—
estriar sobre la superficie del agar con una asa bacteriologica.

Incubar la placa a 20 --25°C durante 2 a 6 dias. Despues de la incuba--
~ién examine el crecimiento en busca de las colonias tipicas de -

rnatans. La apariencia de las colonias recuerda las de un hongo jo-—-
ven pero no son tan secas ni tan toscas.

Anotar las caracteristicas macroscopicas de las colonias consideradas -
presumiblemente como de S. natans , y medir el diametro con una regla.

10.-Confirmar microscépicamente la identidad de la colonia tomando una mues
tra de ella con el asa bacterioldgica y haciendo una preparacién como -
se indicé previamente. Dibujar el material biolégico observado. Utili-
ce los objetivos de 40X y 100X.

11.-Una vez hecha la confirmacién, de dicha colonia estriar sobre una placa
de medio sélido de Stokes € incubarla de 2 a 6 a 25°C.

12.-Reconfirmar la identidad de las colonias tipicas de S. natans que apa-
recen en la placa.

13.-De estas colonias tomar una muestra y transferirla a un tubo de ensaye-
conteniendo medio solido de Stokes inclinado e incubarlo a 25°C durante
varios dias . Otra muestra debera de ser estriada sobre placas de me——
dio solido de Rouf y Stokes para probar la incapacidad de S. natans de
oxidar iones manganosos. Esta placa se incubara a 25°C durante 48 horas
Las colonias que desarrollen sobre el agar no deberan adquirir una coO——
loracién café.

14.-Una vez obtenido crecimiento en el tubo de ensaye, etiquetarlo apropia-
damente y entregarlo con su informe.

RESULTADOS

1.-Anote las caracteristicas macroscépicas presentadas por el crecimiento -
obtenido en el matraz.
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2.- Dibuje enseguida el material bioldégico observado al examinar microscopica-
mente el caldo de enriquecimiento, e identifiquelo.

L

—

e e g

|

3,~ En los espacios siguientes dibuje exclusivamente un filamento de células -
envainadas observadas en su preparacidén a los aumentos indicados.

!

j | :

|

L
=1

o0 % _ \
4
|




18

T
]

4.- Dibuje una colonia tipica de Sphaerotilus natans de las desarrolladas w
sobre el medio s6lido de Stokes y anotar las caracteristicas macros-— \

‘g‘

W B8 Fa BB

! copicas gue Se solicitan. ‘
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PRACTICA No. 2
ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LAS FIMBRIAS

INTRODUCCION

llevan sobre su superficie varias cen-
ilamentosos rectos y delgados observables ——
solamente bajo el microscopio electrénico. Estas estructuras filiformes, -
de naturaleza proteica, fueron inicialmente fimbrias o pili, y dada
su gran ubicuidad y variedad se de separarlas en distintas categorias
considerandoc su tamafio y dimensiones. Asi surgibé la primera clasificacidn -
que los agrupdé en dos tipos: los pili sexuales y las fimbrias. La presencia
de éstas fltimas le confiere propiedades adhesivas al microorganismo gque -
las presenta, facilitando su fijacidn sobre objetos animados © inanimados; -

tenas de finisimos apéndices

esta caracteristica sirvid para acufiar un término para nombrarlas: adhesinas.

Cuando las células fTimbriadas se cultivan en caldo baje condici
estacionarids, la scbrepoblacidén promueve gue las'bacterias se asocien :
si ¥ la pelicula microbiana flotante

asi formada tiene un @cceso mayer al

La consideracion de las propisdades adhesivas conjuntamente con sus -
caracteristicas morfolégicas y dimensiones, han s
caciones ulteriores; una de ellas, lz de Ottow, 1
ubicando a las fimbrias dentro del grupo 1.

vido de base para clasi

er
as separa en seis grupos,

i

Desde el puntoc de vista clinico, las propiedades adhesivas de las fim
brias tienen una gran relevancia, pues se ha reconocido ampliamente que la 2
adherencia es un factor de virulencia importante en la patogénesis de cier—-
tas infecciones bacterianas. Este evento promueve la colonizacidén y poste-
rior invasién de epitelios y tejidos del hospedero ya sea humano o animal, =
causandoles severas infecciones intestinales, urogenitales, orales o respira
torias.

La unién de gérmenes a las' celulas epiteliales, mediada por adhesinas
es ‘especifica y evita su expulsién por los mecanismos fisicoanatomicos del -
hospedero como son el estornudo, tos, accidn ciliar, expulsidn de moco, —_
peristaltismo y accidén de lavado que ejercen las secreciones.

La interaccién- entre las fimbrias y las células eucaridticas es inhi-
bida: por Ol-D-Manosaj; ciertos anédlogos y oligosacaridos de & -D-Manosa, lo -
que implica la presencia de un receptor especifico sobre la superficie celu-
lar el cual debe contener manosa o un compuesto de estructura similar, proba
blemente?un glicolipido. Las fimbrias permiten también la asociacidén de —-

laslbacterias a los eritrocitos humanos o de origen animal; en consecuencia,
‘la actividad hemaglutinante de un microorganismo revela indirectamente la -

existencia ‘de fimbrias sobre él.




OBJETIVO
Este experimento persigue los siguientes propoésitos:

1) Demostrar la capacidad adhesiva de las células fimbriadas presentes en un
cultivo bacteriano.

2) Comprobar que la asociacidn entre las fimbrias bacterianas y la superfi--
cie de los eritrocitos es especifica, e involucra un receptor que contie-
ne manosa.

De acuerdo al perfil de hemaglutinacidén mostrado, ubicar a las fimbrias
del organismo estudiado en su categoria correspondiente de acuerdo a la
clasificacidén de Ottow.

 FUNDAMENTO

Dada la capacidad hemaglutinante de las células fimbriadas, se prepa-
rara un cultivo bacteriano en el medio y condiciones ambientales adecuadas -
que permitan la expresidén maxima de las fimbrias: el caldo Infusién Cerebro
Corazdn o el Caldo Nutritivo exento de glucosa sirven para este propésito.
La glucosa muestra una actividad represora sobre la biosintesis de estos fi-
lamentos y también una accidn estimulante sobre la formacidén de céapsula, por
que los microorganismos cultivades en su presencia manifiestan una capacidad
hemaglutinante disminuida.

El cultivo bacteriano sera cosechado en fase estacionaria, precisamen
te donde son maximos tanto la proporcidén de células fimbriadas como el nume-
ro de apéndices por célula. No es recomendable tratar esta suspensidn con-
agentes bactericidas como la formalina o el glutaraldehido, porque aunque no
modifican la morfologia de las fimbrias, si afectan severamente sus propieda
des hemaglutinantes.

Para obtener una aglutinacién apreciable, la suspension bacteriana -
deberd contener como minimo 108 células/ml y la cantidad de eritrocitos em--

.pleados sera la necesaria para tener una relacién bacterias: eritrocitos de
e I Y

El ensayo de hemaglutinacién se hard empleando placas de vidrio exca
vadas y. eritrocitos de diversos orgnismos . Para lograr la inhibicién de 2
“la hemaglutinacién las bacterias se trataran con diferentes carbohidratos -
a una.concentracién de 2.5 mg/ml preparados en Regulador-Salina-Fosfatos -

(PBS).

.uﬂﬁLéwinhibicién de la hemaglutinacién es proporcional a la concentra--—
‘cidn’de  dzicar ien un rango comprendido entre 0:1 y 2.5 mg/ml.
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MATERIAL Y REACTIVOS

asa bacterioldgica

tubo de ensaye de 18 x 150 mm
matraz Erlenmeyer de 500 ml
jeringas desechables de 5 ml
pipetas Pasteur con bulbo de caucho

tubos de ensaye de 13 x 100 mm con tapén de hule conteniendo 0.5 ml de -
Citrato de sodio al 4% .

tubos de ensaye de 13 x 100 mm
pipetas graduadas de 10 ml
pipetas graduadas de 5 ml
placas de vidrio con excavaciones
centrifuga refrigerada
incubadora

cuatro frio a 4°C o refrigerador

Regulador Salina Fosfatos (PBS): Disolver 2.7598 gramos de NaH_PO monohidra

tado y 8.766 gramos de NaCl ef un litro de
agua destilada. Ajustar el pH a 7.4. La
solucién asi formada serid 0.02M en NaHZPO
y 0.15 M en NaCl.

4

Caldo Infusién Cerebro Corazén (ICC): Preparese segin las instrucciones del-
fabricante.

Soluciones de D-Manosa, D-Galactosa, D-Fructesa 2.5 mg/ml: Disolver 0.0125
gramos del azicar en 5 ml de PBS.

Solucidén Anticoagulante: Citrato de sodio al 4%: Disolver 0.2 gramos de ci--
trato de sodio en 5 ml de agua destilada.

METODOS

Los procedimientos siguientes deberén realizarse empleando material estéril-
¥ condiciones asépticas.

A)SUSPENSIONES BACTERIANAS

l.- Preparar un cultivo de toda la noche de la cepa fimbriada de E. coli que
le sera proporcionada en Agar ICC inclinado. Para ello inocular por -
asada 10 ml de caldo ICC contenidos en un tubo de ensaye de 18 x 150 mm.
Incubar a 37°C durante toda la noche.

2.-Transferir 1 ml del cultivo de toda la noche a 150 ml de Caldo ICC conte-
nidos en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, e incubar a 37°C durante 48 -
horas en condiciones estaticas.




Del cultivo obtenido, transferir alicuotas de 5 ml a 4 tubos de ensaye -
de 13 x 100 mm designados Tubo A, B, C y D respectivamente.

Centrifugar los tubos a 5, 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C.

Desechar el sobrenadante y el sedimento lavarlo dos veces de la siguien-
te manera: resuspender el paqguete celular en el volumen residual de -
sobrenadante, luego adicionar 5 ml de PBS homogenizando suavemente la -
suspension.

Centrifugar a 5,000 r.p.m. durante 15 minutos a 492G

Descartar el sobrenadante, resuspender el sedimento conforme las indica-
ciones del paso 5. Una vez hecha la suspensién, centrifugar a 5,000 -
r.p.m. durante 15 minutos a 4°C.

Eliminar el sobrenadante, el sedimento del tubo A resuspenderlo con 5 ml
de PBS, el del tubo B con 5 ml de Manosa 2.5 mg/ml en PBS, el del tubo C
con 5 ml de Galactosa 2.5 mg/ml en PBS y el del tubo D con 5 ml de Fruc-
tosa 2.5 mg/ml en PBS.

Guardar las cuatro suspensiones en refrigeracidén hasta el momento de su
uso-.

B)SUSPENSIONES DE ERITROCITOS

Colectar 5 ml de sangre de las siguientes especies: humanos, pello, cer-
do, cobayo, res, conejo y caballo empleando jeringas desechables, y -
transferirlas a tubos de ensaye de 13 x 100 mm conteniendo 0.5 ml de -
anticoagulante.

Lavar los eritrocitos dos veces de la siguiente manera: centrifugar la -
sangre a 3,000 r.p.m. por 10 minutos.

Eliminar el suerc empleando pipetas Pasteur.

Resuspender el paqguete celular con suficiente PBS hasta completar el vo-
lumen originalj; para homogenizar cologue un tapdén de hule en el tubo e
inviertalo con suavidad’ varias veces par evitar la hemélisis.

Centrifugar nuevamente a 3,000 r.p.m. durante 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante y resuspender los eritrocitos con PBS hasta -
completar el volGmen inicial de sangre. Esta suspensidén fresca de -
eritrocitos debera ser empleada solamente el dia de du preparaciodn.

i




C) ENSAYO DE HEMAGLUTINACTON

separadamente en las excava
suspensiones de eritrociTos preparadas,

cada una de ellas una gota de la suspensidn

Mezclar suavemente con el extremo romo de un palillo de

La aparicién de grumos en el fondo de la excavacidén indicaré

tinacidén inmediata.
Incubar la placa en refrigeracidén a 4°C durante 15 minutos.

Observar a simple vista si ocurrié aglutinacidn. E1
tinacidén se registrard en unidades arbitrarias desde

(+++); en caso de no ocurrir aglutinacién anotar (-).

resultados.

D) INHIBICION DE LA AGLUTINACION

En las excavaciones de la placa de vidrio colocar separadamente una
gota de las siete suspensiones de eritrocitos, luego

Adicionar a cada una de llas una gota de .la suspensidén bacteriana tra-
tada con Manosa 2.5 mg/ml en PBS.

Mezclar suavemente con un palillo de madera
Observar si ocurre aglutinacién inmediata

Incubar la placa a 4°C durante 15 minutos

Observar a simple vista si ocurrié aglutinacidn, de ser asi utiliece -
las unidades referidas anteriormente y anotelas.

a las suspensiones bacterianas tratadas con Galactosa 2.5 mg/ml en

fIcs

Par
PBS o Fructosa 2.5 mg/ml, proceder de la misma forma.

Registrar los resultados de ambos ensayos.




RESULTADOS

1.- En la tabla siguiente anotar los resultados obtenidos tanto en el -
Ensayo de Hemaglutinacién como en el de la Inhibicién de la Hemaglu
tinacidn.

HEMAGLUTINACION DE ERITROCITOS DE

HUMANO | POLLO CERDO COBAYO RES CONEJO

FRUCTOSA

<(++++): hemaglutinacién completa e instantanea; (++): hemaglutinacién incompleta y
retardada; (+): hemgglutinacién debil; (-): no hemaglutind
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PRACTICA No. 4

QUIMIOTAXIS BACTERIANA

INTRODUCCION

En su ambiente natural los microorganismos no solamente interactuan -
con su entorno sino tambien unos con otros, y en estas interacciones la comu
nicacién quimica juega un papel preponderante. Dado que estén rodeados de -
concentraciones muy diluidas de iones y sustancias nutritivas, para enfren—-
tar el problema de encontrarlos algunas bacterias méviles disponen de una ca
pacidad llamada quimiotactismo que les permite detectar sustancias quimicas
y acercarse o alejarse de ellas. Tales respuestas le conceden una ventaja-
selectiva capacitandolas para encontrar sus fuentes de carbono y energia en
el ecosistema donde ocurren.

Tras largos afios de investigacién sobre el fenbémeno de la quimiotaxis
Julius Adler y sus colaboradores han sefialado que el proceso de respuesta a
un agente quimico se inicia con la recepcién del estimulo por medio de - --
guimioreceptores colocados en la superficie celular; estas moléculas detec—-
tan cambios en la concentracién de atrayentes o repelentes. Dicho evento ini
cial es independiente de la captacién, metabolismo o produccidén de energia -
del compuesto; una vez que el quimioefector se acopla con el gquimioreceptor,
déste ultimo envia una "sefial" a la base del flagelo activo modulando el sen-
tido de su rotacién y en consecuencia la frecuencia de nado y bamboleo, se——
gin sea el caso la celula se acercara o alejara del agente efector.

Aunque la quimiotaxis proporciona una ventaja competitiva a las bacte
rias que la poseen, otras actividades como la predacién, simbiosis, agrega--

cién, sexualidad y diferenciacién parecen depender de respuestas quimiotacti
cas especificas.

OBJETIVO

Intentamos en este ensayo demostrar la actividad quimiotactica de una
bacteria hacia un azlcar, y mediante la realizacién de una curva dosis-res--
puesta trataremos de establecer ciertos parametros relacionados con este fe-
némeno como son la concentracidn umbral, la concentracidn ''pico'", la concen-
tracién de saturacidén y la respuesta '"pico'.

FUNDAMENTO

Las respuestas quimiotacticas de los microonganismos se han conocido-
durante casi ya un siglo. Sin embargo, la primera observacién de que las --
bacterias se acercaban o alejaban de una sustancia quimica fue hecha en 1881
por T.W. Englemann. Siete afios mas tarde el aleman Wilhel Pfeffer confirmé-
mediante observaciones microscopicas que las bacterias méviles de una suspen
sién eran atraidas hacia el interior de un tubo capilar conteniendo una solu
cién de atrayente, sumergido en el caldo. 5




En base a tal procedimiento Julius Adler en 1969 disefio una técnica
sencilla para determinar semicuantitativamente la respuesta quimiotactica,
ésta es conocida como el Ensayo del capilar . de Adler. Al realizar curvas-
concentracidn-respuesta se obtienen una serie de parametros que definen --
cuantitativamente el proceso, entre ellos los siguientes:

a) Concentracién "Umbral'": Es la concentracién mas baja de atrayente que-
ocasiona una acumulacién de bacterias dentro -

del capilar, mayor que la obtenida en ausencia
de atrayente.

b) Concentracidén "Pico" : Es la concentracién de atrayente a la cual ocu

rre la maxima acumulacién de organismos en el-
interior del capilar.

c) Concentracidén de saturacidén: Es la concentracidén de atrayente sobre la
cual la bacteria ya no es capaz de detectar -

una. concentracién mas alta de atrayente en el-
capilar.

d)'Respuesta "Pico" : Es el numero de organismos acumulados dentro del ca-

pilar gque contiene la concentracién pico de -
atrayente.

MATERIAL Y REACTIVOS

tubo de ensaye de 18 x 150 mm con agar nutritivo inclinado conteniendo la
cepa bacteriana.
tubos capilares de 75 mm ( 75 pl).
tubos capilares de 5 pl o menos.
7 tubos de ensaye de 18 x 150 mm con tapén de acero.
7 pipetas graduadas de 1 ml.
25 ml de solucidén de glucosa 0.1 M en buffer che.
100 ml de buffer che.
1 mechero
2 pinzas de diseccidn.
portaobjetos
esmalte transparente.
varillas de vidrio dobladas en V.
cajas de petri.
caja de petri conteniendo agar triptona suave.
tubo de ensaye de 18 x 150 conteniendo 10 ml de caldo triptona estéril.
asa bacteriolégica.
matraces nefelométricos de 125 ml conteniendo 10 ml de medio de glicerol y
sales.
45 pipetas graduadas de 1 ml estériles.
10 pipetas graduadas de 10 ml estériles.
2 tubos de ensayo de 13 x 100 mm con tapdén de acero, estériles.
1 matraz erlenmeyer de 250 ml conteniendo 100 ml de buffer che estéril.
cubreobjetos estériles. '




7 tubos de dilucién : tubos de ensaye de 18 X 150 mm estériles a los cuales
se les adicionarad asépticamente 5 ml de buffer che 6
NaCl 0.85 % estéril.

30 tubos de dilucidén: tubos de ensaye de 18 x 150 mm estériles a los cuales
se les adicionara asépticamente 4.5 ml de buffer che 6
NaCl 0.85 % estéril., h

28 tubos de agar blando: tubos de ensaye de 13 x 100 mm conteniendo 2.5 ml
de agar agar al 0.6 % estéril.

28 placas de agar nutritivo. '

Incubadora

Agitador rotatorio con temperatura controlada.
Centrifuga.

Espectrofotémetro.

Autoclave.

E1 Buffer che contiene en un litro de agua destilada los siguientes ingre—-—
dientes: K HPOA, 1. 74 g% KHZPOA’ 1.36 g ; Sal disédica de EDTA, 33 mg.
Ajustar el pH a 7.

E1l Medio de Glicerol y Sales contiene por litro de agua destilada los.si --

guientes ingredientes: Glicerol, 5.0 g ; K HPO , 11.2 g; KH PO,, 4.8 g;

(NH ).SO,, 2.0 g; MgsSO, 7 H,0, 0.25 g; Fe %SO ? , 0.5 mg; esterilizar la —-
A2 o4 4 2 i) 4°3

fuenté de carbono y las sales de magnesio ¥ fierro por separado.

Agar triptona suave: Contiene por litro de agua destilada; triptona,l0 g; —-
NaCl,5 g; agar, 7 g

Caldo triptona: Contiene por litro de agua destilada; triptona, lng y NaCl,
5%g.

METODOS

A) PREPARACION DE LA SUSTANCIA ATRAYENTE.

1.- Lavar perfectamente una serie de tubos capilares ( 14) de 5 pl. Una vez
secos, tomar cada uno con unas pinzas para diseccidén y sellar uno de —-
los extremos empleando una llama baja. Esta llama se consigue removien—
do la parte superior del mechero y utilizando s6lo la base.

Preparar a partir de la solucién de glucosa 0.1 M en buffer Che la 532—
guignte §Srie 9% dilugéones utilizando buffer che como diluyente: 10 ,
Yo iR sEleh 1Y y 10 . Transferir alicuotas de 10 ml de cada una de -
las diluciones a tubos de ensaye de 18 x 150 mm con tapén de acero. In-
cuir un tubo conteniendo sélo 10 ml de buffer Che.

Colocar dos capilares sellados en cada uno de los tubos de ensaye que -
contienen las alicuotas de las diluciones de glucosa y al tube, con, —-
buffer che. Esterilizar a 10 lb/ 10 min. en autoclave.

B) PREPARACION DE LA CAMARA DE QUIMIOTAXIS.

1.— Doblar 7 tubos capilares de 7 mm, déndoles a cada uno forma de U. Utili
ce 1llama baja.

2.- Lavar los capilares doblados y una serie de portaobjetos (7). Secar al
aire.
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limpios, utilizando pinzas para ello. Colocar los capilares con el extre
mo abierto de 1la U hacia el centro de los portaobjetos. Evite tocar los
capilares o portaobjetos con los dedos.

] |
¥
—

:] 3.— Unir con esmalte transparente los capilares doblados y los portaobjetos 1
i
I
\

4.- Montar los portaobjetos, usando esmalte transparente, sobre varillas de
vidrio dobladas en V, dejar secar cuando menos toda la noche y transfe-
rir todo el conjunto a cajas de petri. Esterilizar a 15 1lb/ 15 min. Una
vez terminadas, las camaras seran como la que se muestra en el esquema.

|
|

—
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¢) OBTENCION DE LAS CELULAS PARA EL ENSAYO DE QUIMIOTAXIS.

1

1.- Tomar una asada, en condiciones asépticas, del cultivo en agar inclinado
de la cepa bacteriana y realizar una sola estria’ en el centro de una ca
ja de petri conteniendo agar triptona suave. Incube por 24 h a-37°C.

2.- Tomar una asada, én condiciones asépticas, de los bordes del crecimiento ‘
en la placa de agar triptona suave e inocular un ‘tubo conteniendo 10 ml

[_,.J ] de caldo triptona. Incubar a 37°C por 24 h. - sti ‘

3.- Tomar, en condicionés asépticas, 0.1 ml del cultivo en caldo triptona y
transferirlos a un matraz nefelométrico de 125 ml conteniendo 10 ml de
medio de glicerol y sales. Incubar con agitacién a 35°C. Llevar el cul-
tivo hasta fase estacionaria, determinando espectrofotométricamente a -
590 nm, la duracidén de la fase exponencial. G

4,- Transferir asépticamente 0.1 ml de este cultivo. a un segundo matraz ne-
felométrico conteniendo 10 ml de medio glicerol y sales. LLevar el ce-—-
cimiento hasta mitad de fase exponencial.

5.- Tomar asépticamente 5 ml del cultivo y transferirlos a un tubo de ensa-
ye de 13 x 100 mm estéril.

6.- Centrifugar a 5000 r.p.m. por 5 min. a temperatura ambiente. Decantar y
resuspender el paquete empleando sélo el liquido residual. Aforar al vo
lumen original empleando buffer che.

7.- Repetir dos veces mas el paso 6.
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8.- Diluir la suspensién hasta una absorbancia de 0.1 a 590 nm. ‘Conservar a
4°C hasta el momento de realizar el ensayo de quimiotaxis.

-

= |

D) ENSAYO DE QUIMIOTAXIS.

=

En condiciones asépticas realizar lo siguiente:

.— Transferir 0.2 ml de la suspensidén bacteriana a la cavidad formada en—-—

tre el portaobjetos y el capilar doblado en U de cada una de las 7 céma
ras de quimiotaxis.

==

Colocar un cubreobjetos estéril sobre el capilar en U empleando pinzas.
. Inclinar ligeramente la cémara permitiendo la formacidén de un menisco.

- e e e

Seleccionar uno de los tubos de ensayo que contienen las diluciones de
glucosa. Tomar de su interior un capilar, sujetadndolo con unas pinzas -
por su extremo sellado. Enjuagarlo muy bien con buffer Che estéril y co

locarlo por su extremo abierto dentro de la suspensién bacteriana de —-
una de ‘las céamaras. '

e |
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Repetir el paso 3 para cada una de las diluciones de glucosa y el tubo
gue contiene sélo buffer Che.

o

—

Incubar todas las camaras a 30°C por 45 min.

D e |
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Remover los capilares y enjuagarlos muy bien con buffer Che estéril. —-
Transferir a tubos de ensaye de 18 x 150 mm conteniendo 5 ml de NaCl —-
0.85 % o buffer Che. Romper los capilares en el interior de los tubos -
utilizando unas pinzas. Mezclar vigorosamente.

—

]
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Realizar diluciones seriadas de los tubos que contienen los capilares -
rotos de acuerdo al siguiente cuadro:

-
\

—
:

1
1

Contenido del capilar Diluciones a plaquear

A

buffer Che 1072 1072

r—a
- e e e

= -1 -2
Glucosa 10 ; 10 10

- : -1 -2
_ Glucosa 10 5 10 10

= -2 -3
Glucosa 10 . 10 10

| | '

- = e
Glucosa 10 ? 10 10

= -1
Glucosa 10 : 10

" i
Glucosa 10 g 10

— —_—

Transferir por duplicado 0.1 ml de las diluciones respectivas de cada -
serie a pares de tubos con agar blando previamente fundido y mantenidos
en bafio de agua a 45°C. De inmediato mezcle homogeneamente y vacie todo

r—-—
N e
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——




-

el contenido de los tubos sobre la superficie de placas con Agar nu-—-—
tritivo. Permita que solidifique e incube las cajas a 37°C durante 24
horas en posicién invertida.

8.- Contar el nimero de colonias desarrolladas en cada placa.

e

RESULTADOS

1.- Para cada dilucién de glucosa usada como atrayente, calcule el numero-
de celulas/ml presentes en el tubo de ensaye donde se recolecté el ca-
pilar después del ensayo de quimiotaxis. Para facilitar el célculo lle
los cuadros con los datos solicitados.

CONTROL (BUFFER CHE)

Narero de colonias Inverso de la
en la placa PROMEDIO dilucidn

-

T T A

-1
10

-l

(-

=
|

-
!

=1
:

w—
1
|

—

= . -1
Namero de colonias GLUCOSA 10 M
en la placa

]
]
1
1
1
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el contenido de los tubos sobre la superficie de placas con Agar nu-—-—
tritivo. Permita que solidifique e incube las cajas a 37°C durante 24
horas en posicién invertida.

8.- Contar el nimero de colonias desarrolladas en cada placa.
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RESULTADOS

1.- Para cada dilucién de glucosa usada como atrayente, calcule el numero-
de celulas/ml presentes en el tubo de ensaye donde se recolecté el ca-
pilar después del ensayo de quimiotaxis. Para facilitar el célculo lle
los cuadros con los datos solicitados.
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GLUCOSA .‘10‘2 M

Namero de cclonias
en la placa

~élulas/ml

GLUCOSA 10™° M

Nomero de colonias

en la placa

102

10

>

GLUCOSA 10 *M
Nimero de colonias

en la placa

.

Félulas/ml
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GLUCOSA 10'5 M

Némero de colonigs
en la placa

GLUCOSA 10

Namero de colonias

en la placa

6 M

células/ml

Para cada una de las diluciones de glucosa y el control, obtenga el -
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