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Introduccion

Los suelos estan constituidos con unadiversidad defauna (mega,
macro y microorganismos), poco explorada y estudiada. Las
lombrices de tierra (invertebrados y macroorganismos del suelo,
cuyo ancho es > 2000 um)y las bacterias (microorganismos que
miden entre 0.5 y 5 um) que habitan en el suelo, establecen una
relacion mutualista (entre organismos de diferente morfologia y
tamano), cuando estas ultimas colonizan el tracto digestivo de
las lombrices (Lavelle et al., 1995). Parece que la gran mayoria
de los invertebrados del suelo no poseen enzimas para digerir
directamente la celulosa, lignina, taninos y complejos humicos,
en cambio estas enzimas, en su mayoria estan presentes
en las bacterias. Estos microorganismos son ingeridos por
los invertebrados, para degradar los compuestos complejos
por medio de sus enzimas (Lattaud et al., 1998; Brito-Vega y
Espinosa-Victoria, 2009). Las bacterias metabolizan el material
organico degradado en el sistema digestivo de la lombriz de
tierra, por medio de enzimas especificas del substrato: las
proteasas catabolizan las proteinas, la amilasa hidroliza el
almidon; la xilanasa degrada el material vegetal (el xilano) y
las celulasas rompen los enlaces de la celulosa. Ademas las
enzimas influyen en la liberacién especifica de nutrientes y
en la calidad del alimento que es asimilado en el cuerpo de la
lombriz (Lavelle et al., 1995).

El estudio de la identificacion bacteriana con técnicas
fenotipicas y genéticas permite obtener informacion sobre la
composicion, morfologia, fisiologia, estructura de poblaciones
y de comunidades bacterianas. Mientras que el analisis de
las secuencias de los genes que codifican el ARN ribosomal
16S (ADNr 16S) ha permitido establecer firmas moleculares
a varios niveles taxondmicos, utilizadas como base de la
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identificacion bacteriana por comparacion filogenética (Grasso,
2006). El objetivo del presente manual es contribuir a la difusion
y conocimiento de algunas técnicas fenotipicas y genéticas,
para la identificacion de los grupos bacterianos presentes en el
contenido intestinal de la lombriz de tierra.

El muestreo

Introduccién

En estadistica, el muestreo es la seleccion de una muestra a
partir de una poblacion (Belsley, 2000). El muestreo estadistico
se basa en el principio de probabilidad; es decir, aquel en que
todos los individuos tienen la misma probabilidad de ser elegidos
para formar parte de una muestra y, por consiguiente, todas las
posibles muestras de tamafo n tienen la misma probabilidad
de ser elegidas (Belsley, 2000; Chacko y Yageen, 2008). A
la estadistica conciernen, principalmente, las conclusiones y
predicciones resultantes de productos del azar que ocurren
en experimentos o investigaciones planeados con cuidado.
La mayoria de los métodos de inferencia que se estudian,
estan basados en la suposicion de que se manipulan muestras
aleatorias (Urquhart, 2007).

La metodologia para calcular la biodiversidad de los
macroorganismos y microorganismos del suelo, consiste en
tomar una muestra de suelo de 10 a 15 cm de profundidad,
de donde se analiza la morfologia y la fisiologia de las
poblaciones, finalmente se aplican test morfofisioldgicos
(pruebas bioquimicas), generalmente especificas para el grupo
de microorganismos, para posteriormente realizar los calculos
matematicos adecuados al estudio (Furlong et al., 2002).



Los métodos de muestreo se clasifican de acuerdo con el
numero de muestras tomadas de la poblacion (Freedman et
al., 1978). Las principales ventajas de una muestra de juicio
son la facilidad de obtenerla y el bajo costo (Infante y Zarate,
1991). También se puede considerar una muestra al azar
cuando la manera de seleccion es tal, que cada elemento de
la poblacion tiene igual oportunidad de ser seleccionado. Una
muestra aleatoria también se llama muestra probabilistica, la
cual generalmente es preferida por los estadisticos, ya que
la seleccion de las muestras es objetiva y el error muestral
puede ser medido en términos de probabilidad bajo la curva
normal. Los tipos comunes de muestreo aleatorio son: simple,
sistematico, estratificado y conglomerados (Infante y Zarate, 1991).

El desarrollo de los métodos de la biologia molecular, ha
cambiado el estudio de la microbiologia (Torsvik et al., 1990;
Grasso, 2006; Bonilla-Rosso et al., 2008). Se estima que sélo
el 1 % de los microorganismos del suelo crecen en medios de
cultivo, por lo que, si pretendemos valorar la diversidad total
de microorganismos que existen en un ecosistema dado, no
podemos sacar conclusiones validas contando con sélo el 1
% de la poblacion. Tratando de ampliar la muestra analizada
se plantea otra alternativa: la muestra de suelo en cuestién no
se siembra en medios de cultivo sino que se le extrae el ADN
o una fraccion determinada, se amplifica por PCR (Reaccién
en cadena de la polimerasa), se compara la ampliacion por
electroforesis y se analizan las secuencias en el NCBI (National
Center for Biotechnology Information), se realiza un BLAST, y
se construye un fenograma genético. De esta forma se puede
tener un valor mas real de la diversidad de un ecosistema dado,
para poder hacer comparaciones entre distintas muestras que
pueden pertenecer a diferentes ambientes (Torsvik et al., 1990;
Grasso, 2006; Bonilla-Rosso et al., 2008).



Toma de muestras

Para la toma de una muestra existen diferentes maneras
de recorrer un lote con el objetivo de obtener una muestra
representativa. La mas sencilla consiste en recorrer el lote
recolectando submuestras al azar. El inconveniente de este tipo
de muestreo es que frecuentemente no se toma en cuenta la
variabilidad existente en cabeceras y sectores no homogéneos
del lote. Otro plan de muestreo consiste en dividir el campo en
subunidades homogéneos (por ejemplo: loma y bajo), dentro
de las cuales se toman muestras compuestas al azar, evitando
cabeceras y cualquier heterogeneidad que pueda aparecer en
el lote como sectores agrupados de varios tipos del suelo de
menor calidad; este tipo de muestreo se conoce como muestreo
al azar estratificado (Freedman et al., 1978). Una variante es el
muestreo de areas de referencia, que consiste en muestrear
intensamente un sector homogéneo del lote, que se asume
representativo del lote completo. El tipo mas intensivo de
muestreo es el muestreo en grilla. Las muestras son tomadas a
intervalos regulares en todas las direcciones, analizandose por
separado (Anderson e Ingram, 1993).

Figura 1. Toma de muestra



El muestreo de macroorganismos como las lombrices de tierra
se puede realizar en monolitos de 25 x 25 x 30 cm? (largo x
ancho x profundidad), con tres o mas repeticiones por parcela.
Cada monolito se divide de en tres capas, de 0-10, 10-20 y
20-30 cm de profundidad (Figura 2). Ademas se puede tomar
muestras para las determinaciones biolégicas y fisico-quimicas
del suelo como: textura, estructura, densidad aparente, pH,
materia organica, nitrégeno, fésforo, calcio y potasio (Anderson

e Ingram, 1993).

Figura 2. Monolitos para extraer microfauna y lombrices de tierra.

Fijacion de la lombriz de tierra

Introduccién

Se han descrito 93 especies de lombrices de tierra en México,
de las cuales 46 son nativas y 47 exdticas (Fragoso, 2001). Las
diferentes lombrices desarrollan distintas funciones en el suelo,
por ejemplo las epigeas, son fragmentadoras de la hojarasca,
mientras que las endogeas y anecicas producen efecto en la
estructura del suelo al producir agregados (Blanchart et al.,
1997). En los ecosistemas naturales, como en las selvas,
se registrada la mayor cobertura y diversidad vegetal, asi
como, la mayor diversidad de lombrices (Fragoso, 2001).
Para realizar estudios de lombrices de tierra, los muestreos
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pueden efectuarse bajo los lineamientos del texto titulado
“Manual tropical soil biology and fertility” (Anderson e Ingram,
1993), con monolitos de 25 x 25 x 30 cm o con el muestreo
de 10 cm de profundidad del suelo. EI numero de monolitos
depende de la superficie del sitio muestreado: diez monolitos
distribuidos al azar en las areas pequefias como huertos
familiares o policultivos de traspatio con el fin de perturbar lo
menos posible el cultivo (Huerta, 2007). En las areas extensas:
como las selvas, monocultivos o poli cultivos de gran extension
el numero de monolitos se sugiere de 50 en un cuadrante de
18 x 8 m. Los especimenes dependiendo del estudio se pesan,
montan e identifican in situ, en su caso para la investigacion
de la flora del sistema digestivo de las lombrices, se llevan al
laboratorio para el aislar, purificar e identificar los procariontes
(Fragoso, 2001; Hyun-Jung et al., 2004).

Fijacion

Para fijar a la lombrices, se limpian con agua estéril para
eliminar la tierra que puedan llevar adherida al cuerpo (Figura
3a). Posteriormente se introducen en etanol al 70 %, y en agua
destilada-estéril a temperatura de 50 °C por 10 segundos y se
disertan inmediatamente (Figura 3b y 3c). Para posteriormente
colocarla sobre una superficie plana de modo que quede lo
mas recto posible (Hyun-Jung et al., 2004).

Cuando se colocan sobre la superficie plana, hay que disponerlos
de forma tal que queden lo mas recto posibles, pero sin estirar
sus extremos porque se modifica la longitud. El tiempo que
permanecen sobre la superficie plana debe ser de 5 a 10
minutos. Si los ejemplares se secan, podemos humedecerlos
con un pincel con agua estéril. Algunas especies expulsan en el
momento de la fijacion, a través de sus poros dorsales, liquido
procedente de las cavidades celomicas (Moreno, 2009).
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Figura 3.

a) Lavado de lombriz de tierra
b) liquido fijador
c) fijacién de la lombriz.

El sustrato del tracto digestivo del cuerpo de la lombriz

La lombriz de tierra tiene un cuerpo cilindrico ahusado y
segmentado. Presenta diminutas cerdas llamadas sedas.
Aunque existen diferencias de tono entre las partes superior e
inferior del cuerpo, y entre diferentes partes de éste, las lombrices
de tierra son en general de color uniforme, casi siempre rojo
palido, pero que puede variar del rosa mate a castaino. Muchas
especies, alcanzan una longitud de pocos centimetros, pero
ciertas especies tropicales llegan a medir hasta 3 m de longitud.
El aparato digestivo esta formado por una faringe musculosa,
un delgado esdéfago, un buche o receptaculo de comida de
paredes delgadas, una molleja muscular empleada para moler
la tierra ingerida y un intestino largo y recto (Sim y Gerard,
1985).



Del sistema digestivo se toma el sustrato, el cual puede trabajar
de la siguiente manera: 1) dividir los segmentos de la lombriz,
que puede ser en cuatro partes y las cuales se disecciona con
un bisturi estéril, en direccion de la boca al ano, hasta llegar al
sustrato (Figura 4), con una asa estéril cada vez que se obtiene
el extracto del sistema digestivo y se introduce en un medio
liquido de cultivo. Con este procedimiento pueden obtenerse
Unidades Formadores de Colonias (UFC), para analizar la
presencia e identificacién de diferentes géneros y especies de
bacterias u otras lineas de la investigacion.

Faringe fiolieja Clitelio Ano
Buche

/\ =
Boca \ " e Y : W l ¥
Esdfago Delantera Media Media Posterior
" Region A Regidn B J
—-\_‘_\\. -

Intesting

Figura 4. El sistema digestivo de la lombriz de tierra
Aislamiento y purificacion de bacterias

Introduccion

Las bacterias son microorganismos que presentan un tamafo
de algunas micras de largo (0,5 y 5 um) de diversas formas,
como esferas, barras y hélices. Las bacterias son procariotas
y, por lo tanto, a diferencia de las células eucariotas (animales
y plantas), no tienen nucleo ni organelos internos bien
definidos. Generalmente, poseen una pared celular compuesta
de peptidoglicano, muchas bacterias tienen flagelos o otros
sistemas de desplazamiento, para ser moviles (Madigan et
al., 2003). Las bacterias son los organismos mas abundantes
del planeta, son ubicuas, encontrandose en todo habitat de
la tierra, crecen en el suelo, manantiales calientes y acidos,
desechos radioactivos, en las profundidades del mar y de la
8



corteza terrestre. Algunas bacterias pueden incluso sobrevivir
en las condiciones extremas del espacio exterior. Se estima
que hay cerca de 40 millones de células bacterianas en un
gramo de tierra y un milléon de células bacterianas en un mililitro
de agua dulce; en total, se calcula que hay aproximadamente
5x10% bacterias en el mundo (Atlas y Bartha, 1998).

Las bacterias son imprescindibles para el reciclaje de los
elementos, pues muchos pasos importantes de los ciclos
biogeoquimicos dependen de éstas. Por ejemplo, cabe citar la
fijacion del nitrogeno atmosférico. Sin embargo, solamente la
mitad de los filos conocidos de bacterias tienen especies que
se pueden cultivar en el laboratorio, por lo que una gran parte,
cerca del 90 % de las especies de bacterias existentes, todavia
no han sido descritas.Las bacterias para su crecimiento deben
tener una fuente de energia y los nutrientes necesarios para el
protoplasma. Estos factores de crecimiento o requerimientos
para el desarrollo bacteriano estan dados por un medio de cultivo
adecuado, que depende de cada bacteria; una atmosfera que
determina la cantidad de oxigeno requerida, un pH especifico
para cada medio y una temperatura apropiada de crecimiento
(White, 1995; Atlas y Bartha, 1998).

Todo material en el que los microorganismos puedan
reproducirse, es un medio de cultivo; estos medios se preparan
sobre una sustancia llamada agar que se extrae de algas
marinas y que no puede ser digerida por las bacterias, pero que
da consistencia suficiente para soportar la adicion de sustancias
nutritivas y permite el crecimiento bacteriano, a los medios se le
pueden agregar nutrientes tales como: peptona (proteina que
sirve como fuente de carbono y nitrdgeno), extracto de carne
que proporciona proteinas y carbohidratos, sueros bovinos,
sangre humana, de cordero o de otros animales, vitaminas,
minerales y cloruro de sodio (Atlas y Bartha, 1998).



Procedimiento

Las suspensiones de células microbianas se diluyen antes de
su siembra en placa. Se diluye 10° veces para obtener una
suspension con un centenar de células por ml. Por tanto, se
realizan diluciones seriadas (en varias etapas), normalmente
de diez en diez, pero a veces de cien en cien (Figura 5). Para
realizar diluciones de diez en diez, se anade 1 ml a 9 ml, al
primer tubo se le coloca 1g de la muestra aislada del tracto
digestivo de la lombriz de tierra, en un tubo que contenga 9 ml
de caldo estéril de Brain Heart Infusion (BHI). Posteriormente,
se procede a tomar del segundo tubo 1 ml y se realizan las
diluciones seriadas a 10°. En cada toma de la diluciéon se debe
agitar vigorosamente para diluir las células y el proceso se repite
cuantas veces sea necesario. A continuacion, se describen los
meétodos para el tipo de siembra en las placas con el medio de
cultivo (Atlas y Bartha, 1998; Hyun-Jung et al., 2004).

1) Método de vertido en placa, las muestras diluidas se mezclan
con agar fundido y se vierten en placa (Figura 6). Algunas
colonias quedaran embebidas en el agar y otras creceran
en la superficie. Las colonias superficiales se extenderan y
seran mas grandes.

2) Método extensién en placa, las muestras diluidas se
siembran directamente en la superficie de la placa de agar,
extendiéndolas con ayuda de un asa de Diralsky de cristal
estéril. La suspensién se absorbe en el agar, dejando las
células microbianas sobre la superficie.

3) El método de siembra por estria en placa utiliza un asa
de siembra, se inicia tomando una muestra de la colonia
bacteriana y a continuacion se realizan las estrias sobre la
superficie de un medio sélido preparado en una caja Petri.
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Conforme se van haciendo estrias en zig zag con el asa,
cada vez se van depositando en la superficie del medio
menos microorganismos. A continuacién, se flamea la asa,
se toca en la regiéon donde se han realizado las ultimas
estrias y se continta la siembra con la misma técnica, en
la superficie del medio sin sembrar aun (Figura 7). En este
meétodo de siembra por estria, no se tiene la seguridad de
que las colonias que se siembra en las placas por extensién

o en el agar solidificado por el método del vertido en placas
sean cultivos axénicos y se sugiere repetir el proceso.

Sappbcrid f2) ek e

[ e R = B T

Figura 5. Diluciones seriadas en medio de caldo Brain Heart Infusion o solucion salina.

Las técnicas de siembra por dilucidn presentan la ventaja
de que permiten obtener un mayor numero de colonias
aisladas con respecto al método de siembra por estria, por
tanto se eligen cuando se ha de seleccionar una cepa a
partir de una mezcla con varios tipos de microorganismos.

il

LA e u\l,a:..j.il?_? ol | m;_!ﬁlo-‘-l& alsladine

Figura 6. Aislamiento de colonias de bacterias.
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A continuacion, las placas se incuban en un lugar adecuado,
permitiendo que las células aisladas experimenten un niumero
suficiente de divisiones para formar colonias visibles. Aunque
cada colonia posiblemente representa un clon derivado de
una sola célula. Quizas, dos células quedaron depositadas tan
juntas que han originado una unica colonia mixta. Por tanto,
para asegurarnos de que hemos obtenido un cultivo axénico,
conviene repetir el procedimiento a partir de una colonia bien
aislada en la primera placa. Las colonias que se desarrollen la
segunda vez, seran, casi con toda seguridad, cultivos axénicos
(Hyun-Jung et al., 2004).

gl
irigial %

segurela g
e estrias >

Lk Zupo
the palriae

Figura 7. Método de aislamiento por siembra por estria en placa.

En la Figura 7 se observa el método de aislamiento por siembra
de estria en placa. Para obtener un cultivo axénico: (a) esterilizar
un asa de siembra por flameado en la llama de un mechero,
(b) introducirla en la suspensién bacteriana para recoger una
muestra, (c) sembrar haciendo estrias sobre la superficie de

12



un medio sélido en una caja Petri, y (d) volver a esterilizar el
asa, tocar la zona de agar y hacer un segundo grupo de estrias
en una region nueva en la zona de agar sin estriar. Repetir
el proceso una tercera y una cuarta vez, hasta conseguir que
los grupos de células se diluyan y se separen células aisladas
y (e) después de la incubacién de 24 a 48 h a temperatura
de 30 °C, se desarrollaran las colonias. Para estar seguro de
que el cultivo es puro, repetir el proceso de nuevo; para ello
tomar una colonia aislada y sembrar por estrias una segunda
caja Petri. Las cepas bacterianas se aislaran y purificaran en
su respectivo medio (Figura 8), resembrando las veces que sea
necesario hasta obtener una cepa pura (White, 1995; Hyun-
Jung et al., 2004).

Figura 8. Preparacion de las cajas de Petri.

Unidades Formadores de Colonias (UFC) de bacterias
totales

Para determinar el nimero de UFC en una muestra procesada
por el método de diluciones, se cuenta el numero de colonias
formadas en las cajas Petris, de preferencia aquellas que
tengan entre 30 y 300, se calcula el numero de UFC contenidas
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en un mililitro de la dilucion usada para inocular cada caja
Petris y se multiplica por el inverso de la dilucién usada.
Para el crecimiento y conteo de bacterias se utilizan medios
selectivos, agar nutritivo, agar de soya tripticaseina, medio de
King, Pseudomonas, y agar BHI (Figura 9). Sembrando en las
diluciones 10* a 10° e incubar de 24 a 48 h a temperatura de
30 °C (White, 1995; Hyun-Jung et al., 2004).

[

Figuras 9. Colonias de bacterias aisladas y puras.
Pruebas bioquimicas para identificacion de bacterias

Introduccién

Existen diferentes manuales para la clasificacion de bacterias,
el mas utilizado es el Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology. La identificacion de una bacteria es su asignacion
a un taxoén segun una clasificacion, que consiste en la
determinacion de las caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas,

y la comparacion de estas caracteristicas con los diferentes
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taxones de la clasificacion considerada. Las caracteristicas a
determinar y su numero depende del tipo de bacteria y del fin
que se persigue en la identificaciéon. Las pruebas bioquimicas
determinan la presencia o ausencia de una enzima o grupo
de enzimas, via metabdlica, por medio del crecimiento
a temperatura de 28 °C por 24 h. Para llevarlas a cabo, se
pueden utilizar diferentes sistemas de trabajo (medio de
cultivo, indicador, revelador o kits comerciales), que puede ser
heterogéneo aun para el mismo ensayo si se trata de diferentes
microorganismos. Por ejemplo, se debe suplir con factores de
crecimiento del medio de cultivo para estudiar la fermentacién
de distintos azucares cuando se sabe que el microorganismo
en estudio es exigente (MacFaddin, 2004).

Procedimiento

1) Obtener un cultivo puro

2) Hacer un examen microscopico de las células, la tincion
de Gram, la agrupacioén, flagelos y la presencia de
esporas.

3) Determinar las caracteristicas nutricionales; fotoauto-
trofos, fotoheterétrofos, quimioautoétrofos, quimiohetero-
trofos.

4) Realizar las pruebas primarias: catalasa, peroxidasa,
oxidasa, citrato, coagulasa, (-galactosidasa, licuefac-
cion de la gelatina, oxidaciéon y fermentacion (O/F),
fermentacion de glucosa, crecimiento en aerobias y
anaerobia, movilidad, MacConkey y movilidad.

5) Realizar las pruebas secundarias y terciarias a efecto
de llegar a la especie. Estas dependeran del género
o familia determinado: produccion de pigmentos,
indol a partir de triptofano, coagulasa, de fenilamina
desaminasa, hidrolisis del almiddén, hidrolisis de la
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caseina, B-lactamasa, lipasa, ureasa, fosfatasa, porfirina-
acido d-aminolevulinico (ALA), hidrdlisis de pirrolidonil-
-B-naftilamina (PYR), sensibilidad a la lisostafina,
fermentacion de hidratos de carbono, acido sulfhidrico y
reduccion de nitratos.
Morfologia de la colonia
1) Observar los microorganismos tefAidos en el
microscopio.
2) Describir la forma y tamarfo de la bacteria

Tincion de Gram

Se realizan frotis de diferentes bacterias, tomando una colonia
del medio con mayor desarrollo. Se procede a realizar la tincién
de Gram (Figura 10) y se observa bajo el microscopio. Con
esta prueba se determina el tamano y la forma de las células
bacterianas (Figura 11).

Gram negativa Gram positiva
Membrana ext_e{na f/MQSUSUmQ
N C-toplasma
"

_ Cuarpo de ™~
B inclusion

Mucleaide
Ri hosoma

hambrana

~ Citoplasma \\
FPared celular

Aridn telonicn

Peorina
Lipopclizacérido

] Meraran extere

—

s— Parcd colular

_ ———Fogtolkide —— >
Membrans

Citmplazme

Figura 10. Diferencia de la pared bacteriana por
la tincién de Gram positivo y negativo.
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Figura 11. Forma de las células bacterianas.

Latincion de Gram (Figura 12) se realiza de la siguiente forma:

1) Preparacién del frotis: Se flamea la punta del asa, se deja
enfriar y se procede a tomar una colonia bacteriana.

2) La muestra bacteriana se coloca sobre un portaobjetos
limpio y se extiende sobre el mismo con el asa; se flamea
el asa y se deja secar al aire el portaobjetos.

3) Se fija en el portaobjetos exponiendo este ultimo a la flama
del mechero por unos segundos.

4) Se afaden unas gotas de solucion de cristal violeta y se
deja 1 minuto. Pasado éste tiempo, el portaobjetos se
coloca al chorro de agua para eliminar el exceso de cristal
violeta.

5) Se adicionan unas gotas de solucion de lugol y se deja por
2 minutos. Se enjuaga el exceso.

6) Se decolora con unas gotas de solucion alcohol-cetona. Se
enjuaga el exceso.

7) Se agregan unas gotas de solucion de safranina por 2
minutos.
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8) Se colocara el portaobjetos al chorro de agua para retirar el
exceso de safranina y se deja secar.

9) Se observara bajo el microscopio éptico empleando el
objetivo de inmersion de 100X. Se anotan las caracteristicas
que se observa en el microscopio.

-
T i <
S | iy
""“i"“"‘ﬂ:a
2z L %

Figura 12. Procedimiento para tincion de Gram positivas y negativas

Pruebas bioquimicas

Los ensayos bioquimicos tradicionalmente utilizados, llamadas
pruebas bioquimicas convencionales, generalmente determinan
la actividad de una via metabdlica (conjunto de reacciones
quimicas) a partir de un sustrato que se incorpora en un medio
de cultivo y que la bacteria al crecer se transforma o no. Se
realizan pruebas bioquimicas tomando una colonia bacteriana
y se inocula en medios de cultivo (Castillo y Bruckner, 1984). La
preparacion se hace siguiendo las especificaciones descritas
en la etiqueta de cada uno.
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1) Enzimas vinculadas con la respiracion
1.1) Oxidasa
1.2) Catalasa

2) Descomposicion de azucares simples, acidos organicos

y otros

2.1) Requerimientos de oxigeno
2.1.1) OF (6xido-fermentacion)
2.1.2) Crecimiento en caldo tioglicolato

2.2) Produccion de acido, o acido y gas
2.2.1Fermentacion de carbohidratos

2.3) Deteccion de enzimas y vias metabdlicas
2.3.1) RM-VP (rojo de metilo- Voges Proskauer)
2.3.2) Gluconato
2.3.3) O.N.P.G. (orto nitro R-D-galactopirandsico)
2.3.4) Esculina
2.3.5) Hipurato

3) Fuente unica de carbono
3.1) Citrato
3.2) Malonato
3.3) Hipurato para coliformes

4) Utilizacion de compuestos nitrogenados
4.1) Reduccion de nitrato
4.1.1) Asimilacion
4.1.2) Denitrificacion
4.2) Descomposicion de carbohidratos aminoacidos y
otros
4.2.1) indole
4.2.2)H,S
4.2.3) Fenilalanina
4.2.4) Lisina, arginina, ornitina
4.2.5) Urea
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5) Ensayos combinados
5.1) TSI (Triple Azucar Hierro)
5.2) LIA (Agar Hierro Lisina)
5.3) Bilis esculina

6) Deteccidon de exoenzimas
6.1) Lecitinasa
6.2) Proteasas, coagulasa
6.3) Amilasas
6.4) Celulasas
6.5) Desoxirribonucleasas
6.6) Accidn de microorganismos sobre la sangre
(hemolisinas)

7) Miscelaneos
7.1) KCN
7.2) Bilis
7.3) Produccion de pigmentos

8) Test de crecimiento o inhibiciéon
8.1) Temperatura
8.2) NaCl
8.3) Antibidticos

Ensayos bioquimicos o kits

Existen diferentes sistemas que facilitan la realizacion de tales
ensayos bioquimicos, los cuales proponen el mejor conjunto de
pruebas bioquimicas para la identificacién taxonémica de una
bacteria, facilitan la interpretacién de un resultado utilizando
un valor numérico, proveen los reactivos listos para su uso o
son totalmente automatizados. Los kits comerciales utilizan
modificaciones de las pruebas bioquimicas convencionales, ya
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sea sustratos deshidratados, tiras de papel de filtro impregnadas
en reactivos o pequefios compartimentos con medios listos para
sembrar. En todos los casos se emplean cédigos numeéricos
para la interpretacion de resultados. Los sistemas comerciales
mas usados son los siguientes:

BBL, Enterotube Il (Becton Dickinson): Es un sistema para
usar en la identificacion de enterobacterias, definida como
bacilus gram negativos, aerobios o anaerobios facultativos,
oxidasa negativa. Consiste en un tubo de plastico con 12
medios de cultivo contenidos en compartimentos individuales
que se inoculan simultaneamente en una etapa y permiten la
deteccion de 15 caracteristicas bioquimicas.

OXI/FERM Tube Il (Becton Dickinson): Es un sistema listo para
usar para la identificacion de bacilus gram negativas, aerobios
0 anaerobios facultativos, oxidasa positiva. Consiste en un tubo
de plastico de 12 medios de cultivo que permite la realizacion
simultanea de 14 pruebas bioquimicas.

API: Es un sistema estandarizado para la identificacion de
bacterias bacilos (APl CHB), lactobacilos (APl CHBL) con 50
pruebas, no enterobacterias (APl NE), enterobacterias (API E),
y anaerobias (APl A), APl 20 C (Para levaduras del género
Candida) con 20 pruebas, respectivamente, para bacterias
Gram negativas y positivas. Consiste en una galeria con
microtubos conteniendo medios de cultivo deshidratados que
se reconstituyen al agregar una suspension bacteriana. Permite
la realizacion de 20 hasta 50 pruebas bioquimicas a partir de
una colonia bacteriana.
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Sistema API®

Introduccion

API es un sistema estandarizado que permite la identificacion
de Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram negativos, el cual,
consiste en una galeria con cupulas que contienen medios
de cultivo deshidratados, que se reconstituyen al agregar una
suspension bacteriana (Cuadro 1). Permite la realizacion de
pruebas bioquimicas a partir de una unica colonia bacteriana
en un periodo de 24 a 48 h. Inocular el microorganismo en
el sustrato quimico para inducir el metabolismo y demostrar
la actividad enzimatica (MacFaddin, 2004). Siempre que se
prepara una misma colonia bacteriana para una galeria API®,
deben llevarse a cabo los correspondientes controles de
calidad, sembrando en dicho medio una cepa positiva y otra
negativa para ese test.

Procedimiento

En todos los casos se debe tener un cultivo fresco (12-24
h de incubacion) en un medio en que el microorganismo se
desarrolla en forma 6ptima, a pH, fuerza iénica, atmdsfera y
temperatura adecuados. Siempre que se prepara un nuevo
lote de medio de cultivo para una prueba, deben llevarse a
cabo los correspondientes controles de calidad, sembrando en
dicho medio una cepa positiva y otra negativa para ese test
(MacFaddin, 2004).

Preparacion de la galeria
1) En la galeria de incubacion repartir 5 ml de agua estéril
en los alveodlos para crear una camara humeda.
2) Abrir una ampolleta de APl médium o en su caso
preparar tubos NaCl 0.85 % (2 ml).
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4)

Con una pipeta o PSlpette, tomar de 1 a 4 colonias de
la placa de agar y realizar la suspension bacteriana en
APl médium con una turbidez igual a 0.5 de McFarland.
Inocular con la suspensién bacteriana por medio de
pipeta y puntillas estéril (100-200 um) las cupulas de la
galeria API E, API NE y API CHB (Figura 13, 14y 15).
Incubar en una camara humeda a 29 + 2 °C durante
24 £ 2 h.

Anotar en la hoja de los resultados de las galerias en
algunos casos se aplican reactivos de bioMérieux® SA
para revelar reacciones como NO, (NIT 1, NIT 2'Y Zn),
TPR (James), VP (VP1 + VP2), TDA (TDA), oxidasa
y APl M médium o microscopio (movilidad), APl OF
médium (oxidacion y fermentacion), medio MacConkey.
Los resultados se introducen al software de apiweb™
para conocer el género y especie de la bacteria.
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Amplificaciéon del gen 16S ARNr en procariontes

Introduccién

A la biologia molecular le concierne principalmente el
entendimiento de las interacciones de los diferentes sistemas
de la célula, lo que incluye relaciones, entre el ADN (acido
desoxirribonucleico), el ARN (acido ribonucleico), la sintesis de
proteinas y el metabolismo. Aunque algunos organismos del
mismo género y especie comparten las mismas caracteristicas
generales, existen variaciones bioquimicas y genéticas.
Todas las células vivas procariontes y eucaritticas, poseen
contenidos de informacién que reside en la secuencia lineal
de bases del ADN. En el caso de las bacterias, el ADN es a
menudo una sola molécula de doble banda cuyos extremos se
unen entre si para formar un circulo, de carga negativa forma
un complejo con proteinas y de carga positiva que le permiten
condensarse en una estructura compacta denominada
cromosoma bacteriano (Balbas, 2002). La secuencia lineal de
bases del ADN que codifica a los aminoacidos de un polipéptido
particular se denomina gen (Snyder y Champness, 1997). Una
célula se divide para dar origen a dos células hijas idénticas, la
informacion genética de la célula progenitora debe duplicarse
fielmente de modo que cada célula hija reciba su propia copia
de la informacion genética. En todos los organismos existen
requerimientos generales para la sintesis de ADN: un templete
molde, que es el ADN original que va acopiarse; una secuencia
iniciadora (primer) que hibride para que se formen puentes de
hidrégeno con el templete y provea un extremo libre 3"OH para
que la enzima ADN polimerasa pueda comenzar la sintesis de la
cadena nucleotica; el ion Mg*?, los cuatro desoxirribonucleétidos
trifosfatadas (dNTPs); la ADN polimerasa que es la enzima
catalizadora de las uniones fosfodiéster entre los dNTPs; y
otras proteinas y enzimas auxiliares del proceso. Los acido
ribonucleico ribosémico (ARNr) son transcritos como una sola
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molécula de gran tamano (pre-ARNr), que posteriormente se
procesa y modifica para producir las dos subunidades de ARNr.
En procariontes, la secuencia que codifica para ARNr 5S es
parte de la misma unidad transcripcional de los ARNr 23Sy 16S.
Para estudiar la diversidad bacteriana, las técnicas del ADN
recombinante permiten superar las limitaciones de no poder
cultivar la mayoria de las bacterias de un ambiente particular
(Escalante et al., 2004). El analisis de las secuencias de los
genes que codifican los ARN ribosomales 16S ha permitido
establecer huellas moleculares a varios niveles taxonémicos,
utilizados como la base de una identificacion bacteriana por
comparacion filogenética (Theron y Cloete, 2000).

Procedimiento

Amplificacion del gen16S ADNr

La amplificacion de la region 16S ADNr se maneja a 2,5 U de
enzima taq polimerasa suministrada por promega®, y el kit
acompaniante (buffer 5 pl (X10) y 1.5 yl de MgCl, 50 mM), asi
como 1ul de la mezcla de nucleétidos 10 mM, 0.5 uM de cada
primers (Cuadro 2), y 5 yl de ADN bacteriano hasta conseguir
un volumen final de reaccion de 25 pl (Vickerman et al., 2007).

Cuadio 2. Primers iniversales para ampliiicar el ADM bacieriano
Primers imiversaies Aastor

240-derecho (5°-TOCCAGCAGCOGOGGTA-37) Widmer et &l (1998)
520-derecho (5 -GATACCCTGGTAGTCCACG-37)

800-derecho (5 -GTGCTGCATOGCTGTCGTE-37)

2B0-izmuierdo (- GCTTTACGCOCAGTAATTC-27)

F20Hrpueendo (¢ CGIGGACTADCAGGGTATC-37)

BD0Hzmuiedo (- GACGACAGCCATGCAGCAC-37)

GM3 (5-D-Bacteria-8-b-5-16) Davidson y Stahl
GMA (5*-Univ-1402-b-A-1E) {2006)

BF (5-AGAGTTTGATOCTGGCTCAG-37) Vickerman ef af.
12MR (5 -GACGGGCGGTGTGTRCA-TT) {2H7)

14920 (B -GOGTTACCTTGTTACGACTT-37)




Por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) se amplifica la regidon del gen 16S ribosomal del
ADN de las cepas bacterianas, con la mezcla preparada se
incuba en un termociclador. El programa de amplificacion
comprende un ciclo de predesnaturalizacion a 94 °C,
por 3 min, 35 ciclos de amplificacion que consisten en
desnaturalizacién a 94 °C, por 1 min; alineamiento a 55
°C por 1 min y extension a 72 °C por 2 min y un ultimo
ciclo de elongacién final a 72 °C por 5 min. Los productos
de amplificacion seran visualizados en geles de agarosa.

Se utiliza concentraciones de agarosa entre 0.5 a 2 %,
segun el tamafo de los fragmentos a separar (Maniatis et
al., 2012). La agarosa se gelidifica en tampon TAE1X (Tris
242 g/l, EDTA0.05 M pH 8, acido aceético glacial 57.1 ml/l).
Para visualizar el ADN, se afiade bromuro de etidio (agente
intercalante) al gel, a una concentracion de 0,5 pg/ml. Las
muestras de ADN se mezclan, en una proporcion 1/5 del
volumen total, con tampén de muestras X6 (sacarosa
40 %, azul de bromofenol 0.25 %). La electroforesis se
realiza en cubetas horizontales aplicando un voltage de
5-10 V/cm (Widmer et al., 1998). Los geles se observan
y/o fotografian en un transiluminador de luz ultravioleta
(302 nm) empleando un fotodocumentador.
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Anexo

Liquido de recuperacion:

Sulfato de cobre anhidro (CuSQO,)............ccccennee. 38.5 ml
Acido acético glacial............cccccoveveveecerereeeenn, 38.5 ml
Formol..... ..o 385 M

Aforar a 500 ml de agua destilada

Liquido conservante:
Formalina al 4 %

Medios de cultivo selectivos

AGAR NUTRITND

Fomada grEmos por Mo
Pluripeptona 5.0
Exirartn de came in
Clorurn de sodio an

Agar 150

Suspender 31 g de pohvo por o de agua destiiada. Merclar
y delEx eposar & mndios. Calentar savernente agitando y
herdir 1 o 2 minoios hasia su dsolucon. Dishibur y
esterlizar a 121°C duranke 15 minins.

pHfinal: T3 4.2




Caldo soya tripticaseina con 0.6 %
de extracto de levadura (CSTEL)

Fommala [ramos por Mro
Caldo sova friplicaseina 30
Exiracto de levadura 1]
Procedamienia

Suspender 31 g de paivo por B de aqua desiilada. Merclar
¥y defax reposar 5 mindilos. Calentar savermente aqgitando y
hervir 1 o 2 minoios hasta su dzoludon. Dishibur vy
esterlizar 3 121°C duranie 15 minins.

pHfimal: T3 +02

Agar soya tripticaseina

AGAR SOYA TRIPTICASEINA

Fommila gramos por Bro
Peplona de Caseina 15
Peplona de Sova 5

Cloruro de Sodo 5

Agar Bacieriolgico 15
Procedimienio

Suspender ) g de polvo por M de aqua destiada. Merclar
y delx eposar & mawios. Calentar sEvemente agitando vy
hervir 1 o 2 minuins hasia su disclucion y eslerliza 3 12 °C
durante 15 minutos a 15 libras de presion. Dejar enfriar 2 una
temperalura entre 45-50 °C y vadar en placas de Pein
estéries.

pH nal: 7.3 H) 2




Medio B de King (Pseudomonas fluorescente)

NETHO B DE KNG (Pseidomonas Tescenic)

Formula ramas por Iiro
Peplona proteosa 20
Giceral 10015m
K=HPO, {anhidrica) 15
MgS0, THD 15

Agar 15
Procedimiento

Sapender Al g de polvo par lilro de agqua deslilada Merdiar
¥y dejar reposar 5 minelns. Calentar suavemernte agitando y
hervir 1 o 2 minutos hasia su dsoluadn v esterilizar a 12 °C
duranie 15 minoios a 15 s de presidn. De@ar enfriar a una
Empaahra enire 4550 "C y vaciar en placas de Pl

Caldo infusién de cerebro y corazén (o Brain Heart

Infusion, BHI)

Fonmula amas par liro
Infusiin de Cerebro de Temera 200}
Clowm de Sodio 5
Infusiin de Corazin de Res 5
Fosfato disidico 25
Deadrosa 2
Peptona de Gelatina 10

Procedimienin
Sispender 37 g de polvo par litro de aqua dedlilada Mezdar
¥ oajar reposar 5 minins. Calentar suavemente agitando y
harvir 1 o 2 minutos hasta su disolucan y esledilizar a 12 °C
duranie 15 minuins 3 15 libras de presion.

pH final: 7.3 0.2




Medios para la prueba de movilidad (MIO)

Foimala JrEm0s por MIo
Peplona de 20
FPeplina de came 61
Sulfato de ficimo y amomnio 02?2
TiosulGin de sodio 0.2

Agar a5
Procedaniento

Suspender 2X) g de pohvo por o de agua destilada. Merclar
y dejax reposar 5 maios. Calentar sEvemenis agitando y
henir 1 a 2 minuins hasia su disolacin ¥ esterlizr a 12 "C
durante 15 minuios a 15 §bas de presiin.

pH al: 7.3 H12

Pseudomonas agar

Foimalia QrEmDs por MIo
Pepiona de gelama 20
Suliaio de polasio 10
Clonum de magnesin 14

Agar 15
Procedaniento

Suspender 454 g del polva en N i de aqua desilada
Agreqgar 10 ml de gicerina  Calentar con agitason constante
para homogeneizar g producio. Leer 3 ebhuliddn para que
5e disuelva por coamplein. Disiribir y eskerizar 15 minuios a
121°C

pH nal: 7.3 H12




Reactivos para tincion de Gram

Etanol (95%) 700 ml
Acetona 300 ml
Mezclar ambos liquidos.

Solucion de Safranina
Safranina 0,25 g

Etanol (95%) 10 ml
Agua 100 ml

Solucién de Yodo
Yodo 1g

Yoduro de potasio 2 g
Agua 300 ml

Cristal violeta

Solucién A

Cristal violeta 2 g

Etanol (95%) 20 ml

Disolver el cristal violeta en el etanol.
Solucién B

Oxalato de amonio 0,8 g

Agua 80,0 ml

Procedimiento Solucion Ay B
1. Disolver el oxalato de amonio en el agua
2. Mezclar las soluciones Ay B
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