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CAPITULO 1: TECNICAS MICROBIOLOGICAS EN
BIOTECNOLOGIA

1. BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

El laboratorio constituye el lugar de trabajo en la ensefianza y en la investigacion, por eso es
preciso conocer las caracteristicas que debe reunir. Existen algunos puntos comunes a casi todos
los tipos de laboratorio:

» Localizacién y orientacion del laboratorio: su localizacion depende del trabajo que en él
se realice. Por ejemplo, un laboratorio de biologia marina debe ubicarse, obviamente cerca del
mar o en el mismo mar (barco) y no en una montafia, asi como debe de buscarse que las ventanas
estén orientadas de forma tal que sea la iluminacién natural la que predomine.

« Instalaciones: las principales son: calefaccion y ventilacion, desagiie y provision de agua,
gas, electricidad, lineas de vacio y aire a presion, iluminacion.

1. La ventilacion puede ser natural o artificial, debe de evitarse la formacién de corrientes de
aire, ya que pueden perjudicar aparte del material de estudio, al personal que labora en el
laboratorio.

2. Deben evitarse los sistemas de desagiie abierto o de cdmaras alimentadas para varios
sumideros. Los materiales de construccion deben ser capaces de soportar todas las condiciones
impuestas, para lo cual se recomienda usar cafios y uniones de material resistente a acidos y
solventes.

3. Es necesario que los conductos para los cables eléctricos, gas, agua, etc, sean accesibles y
estén fuera de los lugares de paso y ademas lleguen por instalaciones ocultas o superficiales, pero
de forma que no obstruyan las superficies de las mesas.

4. La iluminacion puede ser natural o artificial, la mas conveniente por su intensidad es la
natural.

5. Entre los requisitos principales para los materiales de construccién tenemos:

a) Superficies lisas no porosas
b) Resistentes a la corrosion
¢) No ibnicas

d) Resistentes al calor

e) Impermeables
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El conocimiento de las reglas de seguridad es de vital importancia para la seguridad y lo més
importante es pensar siempre con sentido comin. La mayoria de los accidentes en el laboratorio
podrian haberse evitado si no se hubiera actuado irreflexivamente. Los descuidos o el
desconocimiento de posibles peligros en el laboratorio pueden originar accidentes de efectos
irreversibles. Es importante, por tanto, que se cumplan con las instrucciones que se encuentren en
el laboratorio.

Los mayores peligros en un laboratorio no son el fuego y las descargas eléctricas, sino el
descuido y la irresponsabilidad. Ocasionalmente, se producen accidentes por una falta en el
disefio, con frecuencia, por un mantenimiento no apropiado y en la mayoria de los casos, por un
operador que actta antes de pensar. Es necesario que antes de empezar las sesiones de laboratorio
leas y comprendas y lo que en él se va a realizar, sigue las siguientes recomendaciones.

La realizacion de las actividades experimentales ademas de cumplir con el objetivo para el
cual fueron disefiadas debe de realizarse dentro de un ambiente de seguridad que nos permita
trabajar con un minimo de riesgo, para lo cual deben de seguirse ciertas normas. Lee
detalladamente las siguientes reglas.

1. Prepérese siempre para cualquier experimento, leyendo las instrucciones antes de ir al
laboratorio. Tenga presente todas las precauciones indicadas y cerciorese bien de lo que se esta
haciendo. Evite comer y beber.

2. Siempre porta la bata dentro del laboratorio, asi como el equipo de proteccion indicado.
Registra en tu cuaderno de notas, las técnicas empleadas y los resultados, asi como las
modificaciones que se hayan realizado.

3. Si llegara a ocurrir algin accidente en el laboratorio, informa inmediatamente al
responsable y si es posible proporciona ayuda

a) Incendios: usa extintor o manta para sofocar incendios; los incendios pequefios se
apagan con una toalla; si el fuego alcanza a una persona se debe conducir inmediatamente a
la ducha (regadera) de seguridad, en caso de no contar con ella, enrollarla en la manta y darle
vueltas en el piso, nunca se debe permitir que una persona corra con las ropas incendiadas
pues esto aviva la combustién. Conserva la calma y evita situaciones alarmistas innecesarias.

b) Ingestion de productos quimicos: si accidentalmente se ingiere un acido o un alcali
fuerte, conducirlo a servicios médicos.

c) Quemaduras externas con &cidos: lavar abundantemente con agua corriente y
posteriormente lavar con solucion de bicarbonato de sodio al 1 % w/v. TELEFONO DE
EMERGENCIA 112

d) Quemaduras externas con alcali: lavar abundantemente con agua corriente y
posteriormente lavar con solucion de &cido bérico al 2 % w/v. TELEFONO DE
EMERGENCIA 112
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PARA LOS CASOS ANTERIORES SE DEBE DE FIJAR SI EL ACCIDENTADO
ESTA CONSCIENTE, NUNCA, nunca, NUNCA, NUNCA, SE DEBEN DE DAR LIQUIDOS
A UNA PERSONA INCONSCIENTE.

4. No se deben probar o saborear los productos quimicos o bioldgicos que estén bajo analisis,
tampoco se debe de comer o de llevar objetos a la boca. En ninguna circunstancia se deben de
oler los cultivos microbianos.

5. No tocar nunca los cultivos con la mano, a menos que se le autorice. Para manipularlos
usa espatulas, asas bacterioldgicas, pinzas, etc. lavate las manos antes de salir del laboratorio.

6. Cuando no uses un reactivo o una solucidn, regrésala a su lugar. Conserva en la mesa de
trabajo el minimo de equipo y materiales necesarios y opera en condiciones de limpieza.

7. Al preparar cualquier solucion de sustancias quimicas se deben de seguir las instrucciones
de las précticas o las que se indiquen en la dosificacion de los reactivos. Una vez preparada se
deben envasar y etiquetar indicando de:

a. Que sustancia y concentracion se trata.
b. Fecha de preparacion y caducidad.

c. Nombre de quien la elaboré.

d. Condiciones de almacenamiento.

e. Cuidados especiales (si procede).

8. Al prender la Ilama de un mechero, usar de preferencia un encendedor largo, prenderlo
primero y colocarlo sobre la parte superior del propio mechero (conectado a la toma de gas),
enseguida abrir la llave del gas hasta obtener la intensidad de la [lama requerida; ajustar en caso
necesario, el paso del aire para obtener una buena combustion. Al darse cuenta de una fuga de
gas, no se deben encender cerillos ni luces. SE DEBEN abrir puertas y ventanas para que se ventile
y no provocar una explosion. Una vez ventilada el area y solucionado el problema, se podra
trabajar.

9. Deja pasar bastante tiempo para que se enfrien el vidrio y los objetos calientes antes de
guardarlos y/o manipularlos.

10. Cuando trabajes con equipo de vidrio, como tubos y termometros, presta mucha atencion
pues es un material fragil y se rompe facilmente pudiendo producirte lesiones, estos
desafortunadamente son accidentes frecuentes.

11. Todos los s6lidos y papeles que sean desechados se deben de arrojar a un recipiente
adecuado para desechos. No arrojar al drenaje cerillos, papel filtro, sélidos poco solubles o
cualquier material no indicado. NUNCA DEPOSITAR dos reactivos quimicos juntos si se
desconoce su reactividad.

12. Antes de usar un reactivo o una solucion se debe leer la etiqueta para identificarlo, tomar

la cantidad exacta y necesaria y tapar enseguida el frasco. En caso de duda, leer la hoja de
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seguridad para tal reactivo (MSDS, por sus siglas en inglés), estas se encuentran en una libreta en
el almacén o en el laboratorio de donde tomaste el reactivo o medio.

13. No devolver nunca a los frascos de origen los sobrantes de los compuestos utilizados,
pese solamente lo necesario. Guarda los frascos de las sustancias que hayas utilizado,
perfectamente tapados y limpios, las sustancias que asi lo requieran deben guardarse en frascos
ambar.

14. Lamesay el equipo de trabajo deben estar limpios antes de iniciar el experimento, debes
de cerciorarte de que tienes todo lo necesario en tu mesa de trabajo. Al finalizar la sesién, todo
debe quedar limpio antes de salir del laboratorio. Si se derrama algun reactivo o mezcla o cultivo,
consulta al personal responsable para que te oriente acerca de la forma correcta de limpiarlo. Los
equipos se deben colocar en su sitio correspondiente. Cerciodrate de que las llaves de agua, aire,
vacio y gas quedaron perfectamente cerradas, asi como revisar los aparatos y las instalaciones
eléctricas. NINGUN APARATO DEBE QUEDAR ENCENDIDO SIN MOTIVO.

15. Al desconectar un aparato eléctrico del contacto, estira de la clavija, NUNCA del cable.
No te expongas a un cortocircuito.

16. Antes de lavar recuerda que los materiales que contuvieron cultivos deben esterilizarse
primero. El lavado de material de vidrio, porcelana se efectia cominmente con detergente liquido
y agua fria o caliente. El lavado se repite varias veces, el material se revisa y se deja escurrir
después de haberlo enjuagado con agua destilada. Se recomienda secar el material antes de usarlo.
En ocasiones es posible que no baste con el simple lavado por lo que deben de usarse escobillones
de diferentes tamafios (procedimiento mecénico, pm).

El trabajo en el laboratorio requiere frecuentemente de conexiones y de dispositivos
sencillos que podemos fabricar nosotros mismos. Con este fin se utiliza la tuberia de vidrio, las

mangueras de latex y los mecheros de gas.

2. OBSERVACION AL MICROSCOPIO DE PREPARACIONES FIJAS
Debido a su pequefio tamafio (menor a 0.2 mm), los microorganismos deben de ser tratados para
poder ser observados, este tratamiento involucra un procedimiento para fijarlos a una placa de
vidrio (portaobjeto) para ser posteriormente tefiidos y luego observados con un instrumento que
aumente su tamafio. Histdricamente no fue hasta el invento de los microscopios, que se pudieron
observar los primeros microorganismos y células. Por lo mismo es de suma importancia conocer
un poco sobre la historia del microscopio, pero ain mas importante conocer su funcionamiento
apropiado.

La visualizacion de microorganismos o células de marcroorganismos requiere la ayuda
de un microscopio, ya sea 6ptico (Figura 1) o electrénico. En general el microscopio 6ptico es

usado para la observacion de células intactas a aumentos relativamente bajos, mientras que el
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microscopio electronico es usado para la observacion de estructuras internas de una célula, o los
detalles de una superficie celular (Brock 2009).

Todos los microscopios usan lentes que aumentan la imagen original. Sin embargo, de
igual importancia es la resolucion de la imagen, ya que la resolucion es la capacidad de diferenciar
dos objetos de si mismo. Aungue el aumento puede incrementarse sin limitante alguna, es la
resolucion la limitante més importante. En los microscopios dpticos la limitante de resolucion es
la luz, que en este caso tiene un limite de 0.2 um (1 micrémetro equivale a 10-6 metros), mientras
gue un microscopio electronico basicamente tiene una limitante ~1,000 veces mayor (Brock
2009).

Cabezal

Ocular~
Brazo

4

Revolver

Objetivo /

Desplazamiento
de pletina

Figura 1. Partes de un microscopio éptico.

Los microscopios Opticos constan fundamentalmente de partes mecanicas y oOpticas. La
parte mecanica, soporte 0 cuerpo del microscopio, es en esencia un armazén mecanico que
sostiene el sistema Optico del aparato. Las caracteristicas del soporte deben ajustarse a las
necesidades funcionales de los componentes de la parte dptica, a los cuales debe mantener
solidamente unidos entre si, de modo que no sufran vibraciones ni distorsiones y se mantengan
siempre perpendiculares al eje Optico que las atraviesa. Al mismo tiempo, el soporte debe estar

provisto de mecanismo que permita el desplazamiento de estas unidades a lo largo del eje optico,
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de modo que puedan variarse las distancias a que se encuentran. Finalmente, la platina o pieza
gue sostiene la preparacion debe formar angulo recto con el eje 6ptico. El soporte consta de un
pie o base para darle estabilidad al microscopio y evitar que resbale, sujeto al pie se encuentra el
brazo, que es el que lleva las tres unidades dpticas del microscopio, asi como los mecanismos
para el enfoque, el brazo consta de la parte por donde se coge el microscopio y se llama asa, la
pieza que sostiene la preparacion denominada platina y el tubo que es la parte donde estan
montados los oculares en la parte superior y los objetivos en la parte inferior.

Para medir objetos que se observan en el campo visual de un microscopio (Metodologia
microscopica), se utiliza un micrometro ocular. Este consiste en una placa de cristal con una escala
grabada, que se inserta en un ocular microscopico, quedando la escala enfocada por encontrarse
en el plano de la imagen real intermedia.

Desde que los aumentos de los microscopios varian, las escalas de micrometros oculares
no representan medidas convencionales, sino simples unidades. Para determinar la distancia lineal
que representa cada unidad (el valor micrométrico), se debe hacer calibraciones para cada
aumento de un microscopio (o sea los productos de los aumentos de cada combinacién ocular-
objetivo) utilizando un micrometro de platina (un micréometro objetivo). Los micrémetros de
platina son similares a una ldmina portaobjetos y tienen grabadas escalas que representan medidas
exactas y convencionales. Cominmente se utiliza un micrémetro de platina cuya escala métrica
es de un milimetro (1000 micras), dividida en 10 unidades con 10 subdivisiones de 10 micras

cada una (la unidad méas pequefia representada).

2.1. Procedimiento:
Determinacion de Valores Micrométricos

1. Colocar el micrémetro en la platina del microscopio y asegurarse que el microscopio tiene
un ocular con reglilla.

2. Enfocar la escala del micrémetro de platina a través del microscopio.

3. Girar el ocular micrométrico hasta que las dos escalas estén sobrepuestas. NOTA: El Unico
micrémetro que tenemos en la Facultad es muy viejo y es dificil encontrar la reglilla. Ten
paciencia al buscarlo.

4. Mover el micrémetro de platina hasta que el comienzo (extremo izquierdo) de su escala
coincida con el de la escala del micrometro ocular.

5. Ubicar la linea del micrémetro ocular mas distante del comienzo de la escala que coincida
con una linea de la escala del micrometro de platina o calcular el largo en micras de la distancia
representada en el micrometro de platina, que corresponde al largo total del micrometro ocular o
de contar con un tambor micrométrico desplazar el trazo perpendicular hasta que coincida con
una linea distante del comienzo de la escala de la platina. Determinar las unidades que éstas

representan en ambas escalas.
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