Microbiologia y Patologia

Metodologias de estudio de microrganismos

UNIDAD TEMATICANZ® 7:

Métodos de estudio de microorganismos

Evaluacion Global de las Poblaciones Microbianas y de
grupos funcionales. Evaluacion de actividades microbianas.
Reconocimiento de microorganismos por tecnicas geneticas
y moleculares.

Cuantificacion de microorganismos en aguas
Planificacion de muestreos en agua: representatividad y
validez. Estrategia de muestreo. Recoleccion vy
almacenamiento de muestras. Analisis microbiologico del
agua.



NUmero estimado de microorganismos del suelo
(por gramos de suelo)

 Bacterias 3.10° a 5.108
Actinomicetes 1.10%a 2.10’

* Hongos 5.10%a 1.10°
Levaduras 1.103a 1.10°

 Algas 1.10%a5.10°

* Protozoos 1.102a5.10°

» Ademas existen gran numero de virus.



Proporciones de organismos vivos que constituyen la biomasa
microbiana del suelo

Fraccion
Activa 10 -30 %

Particulas
Inorganicas
MO
2 -10%

Fraccion pasiva

Organismos
vivos

Fauna 10%

Otros 10%
ros ° Hongos 50%

Fraccion de facil
descomposicion

Bacterias
y actino 30%



Grupos microbianos de mayor
importancia

e Bacterias
— Actinomicetes

— Cianobacterias

* Hongos



Formas de evaluar las poblaciones
microbianas

: Q‘ng métodos de cultivo
‘(\\ analisis quimico

Morfoloqi : .
. oriologia edida de actividades
biovolumen _ _
- Recuento de cultivables y de enzimas

Biomasa




Microscopia directa

10g solil
+
g95mi 0.1% peptone

10ml sample
90 ml 0.1% peptone Blend at high speed
2 minutes
0.01mi

Spread over 1cm? area

on a microscope slide.

Dry and heat fix.
Stain with FITC

l

View using incident fluorescence.



Recuento microscopico directo

— Camaras de recuento
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Recuento en placas de suspensiones de suelo

10g Sail 1 Soil Dilution
+ 10
90ml 0.85% NaCl

1ml
1 ml A ml 1 ml

b~ S | A | <7

v U ® ell

102 1073 107 105
9ml 0.85%NaCl Spread 0.1ml

+ on replicate petri
1,0ml previous Dilution plates containing
appropriate medium

SRS



Recuento en tubos

Prepars Approp-iale Scil Sample Dilulions as Jiagramed in Fig. 2.5
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For cach diution, inoculate 5 tLbes
cf gppropriatc mcd um by trancfcrring
1 ml of dilution

Aller incobalion, recard
mumber ¢l lubes o’ media
in which micrabes of
inte-est have grawn

Calculation: Compare resul's to prepared MPN statis:ical tables



Metodo de Biomasa microbiana

Soil Fumigation:

250g Soil repli
: plicated
in 400m| s——)amples
Beakers 50ml _.
CHCI3
Fumigate 18 - 24
hours
remove
replicated unfumigate CHCl 4
controls

Add 1g fresh
soil

LT, © o S &

- Incubate soils 10 days at 25°C.
- Collect COp evolved in 1N NaOH.

- Quantify CO, by titration.
Calculation:
Microbial Biomass = » fumi il - * contr

K

* CO, contained in a beaker with NO
soil subtracted from these values.



Meétodo de medicidn de ATP

SOIL EXTBACTION

|
O 5.0g Soil Sample I .
SOml 0.5 N Natl,CO;4, pH 8.5 Blend high
15Sml CHCl, spead, 1 minute

\ After first blending, add
75m05N NaH, CO4, pH 8.5.
Blerd high spead for

Lsecon‘: 1 minute period.

d
W

Hemeve Sol by centrifuzation .
CHCly remavec by vacuum } L

ATP ANALYSIS

Sai' Extract R -
+ + Lucferasa  —— 5~ jgh: -
bufer, pH 7.8 - .

R

X050



Siembra en placas para el recuento de viables
(Métodos de placa extendida y vertida o incluida)

mbra on placa 7y Colenias en la superficie

‘wdencion o
&
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e A :

sar con una pipeta la maestia -a muzstra ge esparce de modo Resulladc espaicico en la placa.
& la supe-ficie de la placa de unifarme sobre la superficie de agar
(0.* m* o menos). con una varilla esterl de vidiio.

Todas las placas se incuban Colonias er Colenias bao
braen olaca por vertido con ka tapa hacia abajo. la superficie. la superficie.

\ /

s Y
///,;27 /}/. C//// A B

£

~— —

La muestra se pone de una Se adiciona medio est{arill y Reaultados tiokos de una placa por vertido
piveta en una caja esieéril. ze mezcla bien con alindcuio



Preparacion de diluciones para el recuento en placas

1ml 1T ml 1mi 1 ml 1Tml 1T ml

N XN M M ¥

3

S 1/10 1/100 1/10° 1710 1/10° 1/108
itada. 1710

»n muestras de 1 ml. + + +

\ /

_. X 159 17 2 0
Demasiadas para ser contadas.

X 10° — 1.59 % 10°
Recuento en placa. Organismos por ml de
Factor de dilucion. la muestra original.



Placas de tres diluciones
recuento de rizobios




Microbiologia y Patologia

Metodologias de estudio de microrganismos

UNIDAD TEMATICANZ® 7:

Métodos de estudio de microorganismos

Evaluacion Global de las Poblaciones Microbianas y de
grupos funcionales. Evaluacion de actividades microbianas.
Reconocimiento de microorganismos por técnicas geneticas
y moleculares.

Cuantificacion de microorganismos en aguas
Planificacion de muestreos en agua: representatividad y
validez. Estrategia de muestreo. Recoleccion vy
almacenamiento de muestras. Analisis microbiologico del
agua.



Medicion del crecimiento

Otros métodos de medicidn

Medicion de ATP

Recuento electronico



PLANIFICACION DEL MUESTREO. Estrategia del muestreo:

Conocer el lugar de muestreo

antecedentes y muestreos exploratorios.

limitar el sistema a estudiar (fotografias aéreas,
mapas, inventario del uso presente y futuro del
agua)

ubicar donde estan las entradas y salidas de
bacterias



Frecuencia del muestreo

qguincenales o mensuales, etc. cada pais tiene establecido
mas 0 menos con qué frecuencias se deben realizar

no intensivo (en el espacio: ej. un solo lugar y
en frecuencia: e|. 1 vez por mes).y a largo plazo
(e). 3 anos);

Tipo de muestreo =

espacialmente intensivo: (ej. 90 puntos de
muestreo) y de corto plazo (en una situacion
climatica: lluviosa, seca, etc.)

intensivo y detallado: se lo realiza por mas de
un ano. Se lo utiliza para “causa y efecto” €.
muestreo antes y después de una lluvia.



OBTENCION DE MUESTRAS REPRESENTATIVAS Y VALIDAS

Conservacion 6
almacenamiento
de las muestras

Numeroy
frecuencia
insuficientes

Imprecision
de las
técnicas

Obtencion
inadecuada de
las muestras




Variaciones espaciales microbianas

Longitudinales ~Transversales
es la variacion en la son variaciones en profundidad
distribucion de bacterias en el
curso del rio
Temporales

se dan en las distintas epocas del
afno. Ej. verano vs. otoio, tanto en
el agua como en el sedimento.
También  existen  variaciones
semanales, mensuales, horarias,
etc.



Causas de las fluctuaciones

AYVAR VAV
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Muestreo cerca de la Muestreo lejano a la fuente
fuente de residuos
de residuos

El Coeficiente de Variacion generalmente aumenta a medida que se
restringe el grupo taxonomico estudiado. Ej. gram(-): CV= 9% E.coli:
CV=20%



Microorg.

Contaminaciones microbianas

Fuentes Puntuales de
contaminacion

!

Cuando el indicador no
aumenta con el caudal

Q).

Microorg.

4

cuando el indicador
aumenta con el Q.




