CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS

CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS. Medios de cultivos. Métodos basicos de cultivo
de las bacterias, mohos, levaduras, rickettsias, clamidias y virus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Al finalizar el tema el estudiante podra:

1.

Definir medios de cultivo, sefalar los diferentes constituyentes basicos de un medio
de cultivo e indicar la funcion de cada uno de ellos.

Clasificar los medios de cultivo, segun: el estado fisico, la naturaleza de sus constitu-
yentes y los propésitos de uso.

Definir medios de enriquecimiento, medios selectivos y medios diferenciales y dar
ejemplos de cada uno de ellos.

Explicar el efecto de la temperatura, pH, actividad del agua (aw), presiéon osmética y
oxigeno, sobre el crecimiento de los microorganismos. Mencionar la importancia de
los mismos en el crecimiento microbiano.

Seleccionar las condiciones adecuadas para el cultivo de microorganismos de acuer-
do a sus requerimientos.

Comparar los principales métodos de cultivo utilizados para los diferentes tipos de
microorganismos.

MEDIOS DE CULTIVO

De manera general se denomina “medio de cultivo” a cualquier material que presente una
adecuada combinacién de nutrientes para permitir el crecimiento o el incremento del nimero
de células de una poblacién microbiana.
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En los Laboratorios de Microbiologia se utiliza una gran variedad de medios de cultivos para
mantener las cepas, aislar o identificar microorganismos con varias finalidades: determinar la
existencia de contaminacion de alimentos, medicamentos o cosméticos; diagnosticar alguna
enfermedad, elaboracién de vacunas bacterianas, etc.
CONSTITUYENTES BASICOS DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
1. Fuentes de energia
1.1 Organicas: carbohidratos, proteinas, polisacaridos, grasas, acidos organicos, etc.
1.2 Inorgéanicas: Ej. amonio, nitritos, azufre, etc.
1.3 Luz.
2. Componentes estructurales celulares

2.1 Componentes principales:

Carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, azufre, fésforo, potasio, magnesio,
calcio, hierro y sodio.

2.2 Elementos trazas:
Cobalto, zinc, molibdeno, cobre y manganeso.

2.3 Factores de crecimiento:
Se llama asi a cualquier compuesto organico que un microorganismo requiere
como precursor o0 constituyente de su material organico celular, pero que no
puede sintetizarlo a partir de sus fuentes de carbono mas simples, por lo que
se le debe proporcionar como nutriente. Ej. aminoacidos, purinas, pirimidinas y

vitaminas.

Ciertas bacterias patdgenas requieren sangre o heme. Ej. Género Haemop-
hilus.

3. Agua

CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
1. Segun su estado fisico
1.1 Liquidos
Usualmente se denominan caldos ya que contienen los nutrientes di-

sueltos en agua. Permiten obtener suspensiones con un elevado nu-
mero de microorganismos. Ej. Caldo nutritivo.
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1.2

Segun

2.1

2.2

Segln

3.1

3.2

Solidos

Se pueden preparar a partir de medios liquidos a los cuales se les
afiaden agentes solidificantes como agar, gelatina o silica gel. Se
utilizan con frecuencia en el aislamiento y mantenimiento de los mi-
croorganismos en el laboratorio. Ej. Agar nutritivo.

la naturaleza de sus constituyentes
Medios naturales o complejos

Estan constituidos por sustancias complejas de origen animal o vegetal y
usualmente se complementan con el afiadido de minerales y otras sustancias.
No se conocen todos los componentes del medio de cultivo, ni las cantidades
exactas en que estan presentes. Ej. Extracto de carne, extracto de levaduras.

Medios sintéticos o quimicamente definidos

Se preparan a partir de ingredientes quimicamente puros y por lo tanto se
puede conocer exactamente su composicién cuali y cuantitativa. Por su costo
s6lo se emplean en procedimientos especiales.

sus propdésitos de uso
Medios de enriquecimiento

Se llama enriquecimiento a cualquier cultivo en medio
liqguido que resulte en un incremento en el nimero de
un tipo dado de microorganismo en relacién con el
namero de otros tipos de microorganismos que pue-
dan estar en el in6culo. Un medio de enriquecimiento
puede contener sustancias que favorezcan el creci-
miento del microorganismo que nos interesa o que inhiban el crecimiento de
los otros tipos de microorganismos presentes. La selectividad de un cultivo de
enriguecimiento no est4 determinada Unicamente por la compaosicién quimica
del medio usado, sino que en un medio dado puede ser variada significativa-
mente modificando otros factores tales como: temperatura, pH, fuerza ionica,
iluminacion, aireacion etc.

Ej. Caldo tetrationato utilizado para el enriquecimiento de las especies del gé-
nero Salmonella provenientes de muestras de heces, orina, agua o alimentos.

plils

Medios selectivos

Son basicamente iguales a los de enriquecimiento, se diferencian por ser me-
dios solidos y estan disefiados para el aislamiento de microorganismos espe-
cificos.

Ej. Agar desoxicolato citrato utilizado para el aislamiento de patégenos entéri-
Cos.
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3.3 Medios diferenciales

No contienen sustancias inhibidoras, es decir, per-
miten el crecimiento de muchos tipos de microor-
ganismos, pero si contienen indicadores de produc-
tos derivados de la actividad metabdlica de los mi-
croorganismos sobre algunos de los componentes
del medio. Se utilizan para la identificacion de los
microorganismos.

Ej.: Agar base rojo fenol utilizado para detectar fermentacion de carbohidratos.
3.4 Medios selectivos diferenciales

A veces se combinan en un mismo medio las caracteristicas de ser selectivo y
diferencial.

Ej.: el agar Mac Conkey contiene sales biliares y cristal violeta, que inhiben el
crecimiento de las bacterias gram positivas. Pero como también contiene lac-
tosa y un indicador de pH permite distinguir entre las bacterias fermentadoras
de lactosa y las que no lo son.

CONDICIONES AMBIENTALES QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO DE LOS MICROOR-
GANISMOS

1. Temperatura

Cada microorganismo tiene una temperatura 6ptima en la cual su crecimiento es mas rapido;
una temperatura minima por debajo de la cual no crece y una temperatura maxima por enci-
ma de la cual el crecimiento no es posible, estas tres temperaturas se denominan tempera-
turas cardinales y son caracteristicas de cada microorganismo.

El rango de temperaturas entre las que un microorganismo puede crecer es variable, hay
microorganismos con un rango estrecho llamados ESTENOTERMALES y se encuentran en
habitat de temperatura relativamente constante. Los microorganismos de rangos mas am-
plios se encuentran en medios ambientales donde la temperatura varia considerablemente y
éstos son llamados EURITERMALES.
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Prescott et al Microbiologia (1999)

De acuerdo con el rango de temperatura a la que crecen, los microorganismos se dividen

en:

11

1.2

Psicrofilos: Microorganismos capaces de crecer a bajas temperaturas. Existen varias
definiciones de psicréfilos, en un inicio se definia como Psicréfilo a cualquier microor-
ganismo que podia crecer a 0 °C. Sin embargo, parecen haber dos grupos diferentes
que pueden crecer a esa temperatura. El primer grupo esta constituido por los psicro-
filos estrictos o aquellos microorganismos que pueden crecer a 0 °C pero cuya tem-
peratura 6ptima es de 15 °C. El otro grupo los constituyen aquellos microorganismos
gue pueden proliferar a 0 °C pero que tienen temperaturas éptimas mas elevadas 20 -
30 °C llamados psicrofilos facultativos. Ej. Pseudomonas.

Meséfilos: Microorganismos cuya temperatura Optima de crecimiento se encuentra
dentro de un rango de 25 — 40 ° C. Dentro de este grupo se encuentran la mayoria de
los microorganismos contaminantes de los productos farmacéuticos, alimentos y cos-
méticos y los microorganismos patdgenos para el hombre. Ej. Neisseria gonorrhoeae.
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1.3  Termofilos: Microorganismos cuya temperaturas 6ptima es de 50 - 60 °C, hay
algunos con temperaturas Optimas aln mas altas 80 - 121 °C, a estos se les
denomina hipertermofilos o terméfilos extremos. Ej. Thermus aquaticus
(temperatura 6ptima 72 °C; crece entre 50 - 80 °C)
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Figura 6.15 Rangos de temperatura para el crecimiento microbiano. Los microorganismos se pueden clasificar en categorias diferentes segin
los rangos de temperatura de su crecimiento. Segiin estdn clasificados, en orden creciente segiin su mayor resistencia a temperaturas altas, en
psicréfilos, psicrétrofos, mesofilos, termdfilos e hipertermofilos. En esta figura se representan los rangos y las temperatuars 6ptimas de estos cinco
tipos.

Prescott et al Microbiologia (1999)

2. Actividad del agua (aw)

Como los microorganismos dependen del agua para la sintesis de sus componentes
celulares, es necesario que ésta se encuentre disponible en el medio de cultivo para
gue los microorganismos la puedan utilizar para su crecimiento.

La cantidad disponible de agua para los microorganismos en un medio de cultivo, no
depende soélo de la cantidad que se ha afiadido, ya que en estos medios se pueden
encontrar sustancias solidas disueltas que disminuyen su disponibilidad.

La actividad del agua (ay) es una expresion para la cantidad de agua disponible en un
sustrato dado y se define como “la centésima parte de la humedad relativa del aire
gue esta en equilibrio con ese sustrato”. Este valor nos indica la cantidad de agua
disponible para ser utilizada por los microorganismos.
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El a, minimo en que las bacterias crecen varia ampliamente pero los valores 6ptimos
para la mayoria de las especies son mayores de 0,99.

Existen ciertos microorganismos que pueden crecer en medios con elevadas concen-
traciones de solutos y se conocen como osmotolerantes. Otros microorganismos
necesitan para crecer elevadas concentraciones de solutos, a éstos se les denomina
osmofilicos.

Hay otros microorganismos que se han llamado halofilicos o hal6filos estrictos,
éstos requieren iones Na" para crecer y lo hacen 6ptimamente en medios a los que
se les ha afiadido NaCl para obtener valores de a,, menores de 0,80 y los haléfilos
facultativos que crecen a concentraciones de sales capaces de inhibir a la mayoria
de las bacterias.

En la siguiente tabla se presentan como ejemplo algunos microorganismos y el valor
de a,, en el que se produce su crecimiento.

RANGO DE a,, MICROORGANISMOS
0,95 -1,00 Bacterias gram negativas, formadoras de esporas, colifor-
mes, Pseudomonas aeruginosa

0,90 - 0,95 Staphylococcus, Lactobacillus

0,87 -0,90 Levaduras comunes

0,80 - 0,87 [Mohos comunes

0,75-0,80 Bacterias halofilicas

0,65-0,75 Mohos xerofilicos

0,60 - 0,65 Levaduras osmofilicas

pH

La acidez o alcalinidad de un medio de cultivo se expresa por su pH. Para la mayoria
de las bacterias el pH 6ptimo de crecimiento esta entre 6,5y 7,5 aun cuando algunas
pocas especies pueden crecer en los extremos del rango de pH. Las levaduras y los
mohos pueden crecer a valores de pH mas bajos.

Cuando se cultivan los microorganismos en un medio
de cultivo originalmente ajustado a un pH dado, 7 por
ejemplo, es probable que este pH cambie como resul-

[ 1.00] 0. tado del metabolismo de esos microorganismos, el
(\6‘.6 '*.i" cambio de pH puede ser tan grande que eventualmen-
te podria inhibir el crecimiento de esos microorganis-

mos. Para mantener un pH relativamente constante
durante el crecimiento microbiano, se le afladen sustancias buffer a muchos medios
de cultivo.
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Aunque los microorganismos se encuentran en habitats con amplios rangos de pH, el
pH dentro de sus células es probablemente cercano a la neutralidad. En un medio &ci-
do, el microorganismo puede mantener un pH cercano a la neutralidad de dos mane-
ras diferentes, ya sea impidiendo la entrada de los iones H*, o expeliéndolos activa-
mente tan rdpidamente como entran. La neutralidad es necesaria porque existen en
las células muchos componentes sensibles a acidos y a alcalis, por ejemplo el ADN y
el ATP son destruidos a pH acido y el ARN y los fosfolipidos son sensibles a pH alcali-
no. El pH 6ptimo de las enzimas intracelulares es usualmente cercano a la neutralidad.

4, Oxigeno

Segun sus requerimientos de oxigeno los microorganismos pueden ser:

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

Aerobios estrictos: requieren oxigeno para crecer. Ej. Mycobacterium tubercu-
losis.

Anaerobios facultativos: pueden crecer en presencia o en ausencia de oxige-
no. Ej. Levaduras, enterobacterias.

Anaerobios estrictos: crecen en ausencia de oxigeno. En presencia de oxige-
no su crecimiento cesa, algunos mueren rapidamente. Ej. Especies del género
Clostridium.

Anaerobios aerotolerantes: crecen en ausencia de oxigeno, pero la presencia
de oxigeno no perjudica su crecimiento. Ej.: Especies del género Lactobaci-
llus.

Microaerofilicos: requieren pequefias concentraciones de oxigeno para crecer.
Ej.: Especies del género Spirillum.
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Para cultivar a las bacterias aer6bicas o a las anaerobias facultativas en tubos y fiolas
pequefias, se incuba el medio en condiciones atmosféricas normales. Cuando se requieren
bacterias aerobias en grandes cantidades, es preferible aumentar la aireacion del cultivo por
agitacion.

METODOS Y TECNICAS ESPECIALES DE CULTIVO PARA ANAEROBIOS

Las bacterias anaerdbicas estrictas sélo pueden crecer si se les excluye el oxigeno del
medio, lo cual puede hacerse de varias maneras:

a) Utilizando agentes reductores en el medio para disminuir el contenido de oxigeno. Ej. el
tioglicolato de sodio;

b) Por remocion mecanica de oxigeno y reemplazandolo por otro gas (nitrégeno);

¢) Mediante reaccién quimica, el oxigeno disponible se convierte en CO,, esto ocurre si se
enciende una vela dentro de un recipiente cerrado o utilizando jarras Gaspak®, en esta Ulti-
ma la reaccion del bicarbonato de sodio y el borohidruro de sodio en presencia de agua, pro-
duce la liberacion de hidrégeno y CO,, ese hidrégeno liberado se combina con el oxigeno
atmosférico para formar agua en presencia de un catalizador de paladio. Cuando se utiliza la
jarra Gaspak® es usual colocar un indicador de anaerobiosis.

PINZA A ROSCA

AJUSTE

ARANDELA DE GOM:
CATALIZADOR

SOPORTE DEL CATALIZADC
SOBRE HIDROGEND

PLACAS DE CULTIVO

INDICADOR ANAER o8I0

Frasco de vela Jarra Gaspak®
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CULTIVO DE OTROS MICROORGANISMOS ESPECIFICOS

MICOPLASMAS (BACTERIAS SIN PARED CELULAR)

Los micoplasmas tienen requerimientos nutricionales especiales. Los medios de cultivo
se deben enriquecer con suero animal (caballo o conejo) o liquido ascitico humano. Estos
liquidos aportan los &cidos grasos no saturados y los esteroles que se requieren para la
sintesis de la membrana citoplasmaética.

El medio de cultivo mas utilizado para los micoplasmas contiene: caldo cerebro-corazén su-
plementado con 0,5% de glucosa, 0,2% de arginina, 10% de extracto de levaduras, 20% de
suero de caballo, rojo fenol, penicilina o acetato de talio (250 ug/ml) y agar 0,6-0,8%.

HONGOS (ORGANISMOS CELULARES HETEROTROFOS CON PARED CELULAR)

Los hongos se pueden estudiar usando los mismos métodos generales de cultivo de las bac-
terias. Casi todos crecen aerobicamente en los medios de cultivo usuales de bacteriologia, a
temperaturas entre 20 y 30° C; como crecen mas lento que las bacterias, cuando se quieren
aislar de un indculo que posea ambos tipos de microorganismos, es necesario ajustar las
condiciones de manera de inhibir el crecimiento de las bacterias y favorecer el de los hon-
gos, esto puede hacerse de varias maneras:

a) Acidificando el medio (pH 5,6).
b) Incorporando al medio una concentracién de azucar relativamente alta (4%).
C) Afadiéndole al medio un agente antibacteriano.

El medio mas utilizado para el cultivo de los hongos es el de SABOURAUD, que tiene un
contenido alto de azucar y un pH ligeramente &cido.

Los hongos patégenos a menudo son mas exigentes para su cultivo y requieren medios en-
riquecidos.

RICKETTSIAS, CLAMIDIAS Y VIRUS (PARASITOS INTRACELULARES OBLIGADOS)

Debido a que son parasitos intracelulares obligados, es necesario cultivarlos en tejidos de
animales susceptibles.

Las rickettsias y clamidias usualmente se cultivan en el saco vitelino de embriones de pollo
0 en cultivos de tejidos.

Para el cultivo de los virus hace algunos afios se utilizaban animales completos, entre ellos:
perros, gatos, conejos, ratas, acures, pollos y primates. La via de administracién del virus
(intraperitoneal, intravenoso, sub-cutanea, intracraneal, intranasal, etc.) depende del tipo de
virus. El uso de animales completos presentaba ciertas desventajas tales como: incomodi-
dad, elevado costo, etc. En la actualidad se utilizan embriones de aves, por ejemplo, pollo,
pato, etc. los cuales se pueden inocular por diferentes vias: via alantdica, via corioalantoi-
dea, cavidad amnidtica y saco vitelino.

10
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Figura 16.1 Cultivo de virus utilizando un huevo embrionado.
Dos sitios que se utilizan a menudo para cultivar virus animales son
la membrana corioalantoidea y la cavidad alantoidea. El diagrama
muestra un embrion de pollo de 9 dias. %

Prescott et al Mict

Los virus animales también se cultivan en cultivos de células, que constituye una técnica
muy utilizada hoy en dia con fines de diagnéstico clinico, produccién de vacunas, aislamiento
de agentes virales, etc.

El cultivo de células se fundamenta en que las células de cualquier 6rgano se pueden culti-
var "in vitro". Para ello se toma asépticamente el 6rgano extraido del animal, se corta en
pequefios fragmentos y se trata con enzimas (por ejemplo, tripsina) que desintegran la unién
entre las células. Luego se colocan en un medio de cultivo que contiene sales minerales,
aminoacidos, fuentes de energia, vitaminas, antibiéticos y suero proveniente de la especie
animal de donde procede el tejido. Esta suspension de células se coloca en placas de vidrio
o de material plastico, y se incuban bajo condiciones apropiadas. Durante la incubacion, las
células sedimentan, se adhieren a la superficie y comienzan a dividirse hasta que se obtiene
un crecimiento confluente que cubre toda la superficie del fondo de la placa (monocapa).
Luego de obtenida la monocapa, las células no contindan dividiéndose por un fenémeno que
se conoce como "inhibiciéon por contacto". Esto se denomina Cultivo primario. Este cultivo
primario de células se trata de nuevo con tripsina, que rompen la union entre las células
desprendiéndolas del fondo de la placa. Luego se mezclan con el medio de cultivo a una
concentracion adecuada y se colocan en placas y se incuban bajo las mismas condiciones
para obtener el cultivo secundario, donde de nuevo las células se dividen hasta obtener
una capa confluente. Con la finalidad de cultivar los virus animales, una vez obtenida la mo-
nocapa del cultivo primario o del cultivo secundario, se afiade el virus y se incuba bajo condi-
ciones apropiadas. Durante dicho periodo tienen lugar ciclos repetidos de multiplicacion viral.

11
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ACTIVIDADES ADICIONALES
1. En el Manual Difco®, Manual BBL® u otro equivalente

A.- Investiga como se clasifican los siguientes medios de cultivo segun su propdsito de
uso

Agar cetrimide (Pseudosel®)

Caldo rojo de metilo Voges Proskauer

Caldo selenito cistina

Agar McConkey

B.- Selecciona, un medio de cultivo selectivo, uno de enriguecimiento y uno diferencial e
indica razonadamente su uso.

2. ¢Qué sustancias se pueden utilizar para ajustar el pH de un medio de cultivo?

12
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3. Busca en un diccionario de inglés técnico la traduccion al espafiol de las palabras si-
guientes

Acidophiles

Beef extract

Candle jar

Colonies

Complex media

Culture

Culture media

Enrichment media

Explanation

Free radicals

Fuel

Growth factors

Inoculum

Nutrient

Osmotic pressure

Peptone

Pure culture

Sulfur

Trace elements

Yeast extract
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