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FERMENTACION
Desde el punto de vista tecnologico, entendemos por fermentacion a la suc
de reacciones de oxido — reduccion a que por accion de los microorgani
son sometidas substancias organicas (o no), que actuan como fuente
carbono (o no) y energia.

Los compuestos intermedios actian como donantes y aceptores de hi
y constituyen los productos de la fermentacion.
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TECNICAS DE LABORATORIO
El estudio de las células se ve facilitado por un conjunto de técnicas de
laboratorio a las que nos referimos a continuacion.

Técnicas de microscopia que permiten una visualizacion detallada de la celula.

» Microscopia optica, que se utiliza para observar cortes de tejidos.
Generalmente, estos se fijan (con alcohol, acido acético, formaldehido) y
tifien con colorantes que reaccionan con las proteinas o con los acidos
nucleicos, aumentando el contraste de la imagen.

» Microscopia de contraste de fase, que transforma las diferencias de grosor 0
la densidad del fragmento observado en diferencias de contraste.

« icroscopia de fluorescencia, que asocia anticuerpos especificos a un reactivo
como la GFP (proteina verde fluorescente de medusa), para marcar las
moléculas y visualizar su distribucion en las células.

» Microscopia confocal, que combina la microscopia de fluorescencia con el
analisis electronico de la imagen, brindando una imagen tridimensional.

» Microscopia electronica, que permite la observacion en un plano de cortes
tefiidos con sales de metales pesados (microscopia de transmision) y la
observacion tridimensional de las células (microscopia de barrido).




Técnicas fisicas como la centrifugacion diferencial (ultracentrifugacion,
centrifugacion en gradiente) que permiten separar los componentes celulares para
estudios bioquimicos posteriores.

Técnicas instrumentales que posibilitan el conteo de células y la separacion de
poblaciones celulares (cell sorter) o de cromosomas (flow sorter).

Técnicas de cultivo de células, con diversos objetivos.



Hay diversos tipos de técnicas que facilitan el trabajo de laboratorio. La identificacion
microorganismo requiere la observacion microscopica y la utilizacion de algunos meto
especificos de coloracidn, complementados eventualmente por pruebas bioguimicas, g
e inmunoldgicas. Para encontrar y mantener una cepa bacteriana en el laboratorio se us
técnicas que, con algunas variaciones, pueden ser aplicadas a hongos y algas.

El cultivo de un microorganismo exige, ademas del disefio de un medio nutritivo que sati
sus necesidades metabolicas, un cuidado especial con las condiciones de temperatura e
iluminacion en las que sera incubado. Los medios nutritivos se emplean liquidos o solidif
con agar, una sustancia que les confiere una consistencia gelatinosa. Los recipientes mas
comunes son tubos de ensayo Yy placas de vidrio o plastico circulares con tapa (Placas de P
y para inocular los medios se utilizan ansas de platino y pipetas de diferentes tipos.

La mayor dificultad es conseguir la multiplicacion del microorganismo deseado y al mism
tiempo evitar las contaminaciones, es decir la proliferacion de otros microorganismos. Par
se trabaja en condiciones asépticas, que demandan la esterilizacion previa del material de
vidrio, de los medios de cultivo y de los instrumentos (ansas, pipetas) que seran utilizado
equipamientos disefiados para trabajar bajo un flujo de aire esterilizado son una gran ayu
para el profesional, porque permiten evitar la contaminacion con los microorganismos d
ambiente, durante la transferencia del material biologico. Finalmente, al descartar el mat
utilizado es indispensable proceder de modo tal que no se liberen microorganismos
perjudiciales al medioambiente.



Los microorganismos se aislan a partir de muestras de suelo, agua, aire y fluidos
corporales. Las cepas obtenidas se conservan como cultivos puros.

Para obtener microorganismos con caracteristicas diferentes se inducen mutaciones y
seleccionan las cepas mutantes. Si bien cada laboratorio suele mantener los stocks
microbianos necesarios para su trabajo, estos también pueden ser solicitados a centros
especializados (colecciones de cultivos).

El nimero de microorganismos presentes en una muestra es estimado por diversos
métodos entre los cuales se incluyen el conteo (microscépico, electronico o en placa) y
medidas de la turbidez del medio, de la masa seca, del contenido de nitrégeno o de la
actividad metabolica.

En general, como las técnicas clasicas son trabajosas y se demora mucho tiempo hasta
llegar a un diagnaostico clinico, estan siendo reemplazadas por técnicas mas rapidas que
identifican a los microorganismos por algunas secuencias caracteristicas del ADN.
También dependemos de la gendmica para ampliar nuestro conocimiento de las
comunidades microbianas del ambiente, porgue el nimero de especies que
conseguimos cultivar en el laboratorio no representa més del 1 al 5% de la totalidad
existente. Aunque la microbiologia es una disciplina que data del siglo XIX; nuestra
ignorancia sobre el mundo microbiano todavia es enorme.



BIOSEGURIDAD

Los microorganismos se clasifican segun el riesgo de causar dafios a la comunidad y a los profe
que trabajan con ellos. Los criterios fundamentales son la patogenicidad para el hombre, la virul
modo de transmisién, la endemicidad y la existencia o no de medidas preventivas y un tratamien
terapeutico eficaz. En funcion de esas caracteristicas, se definen
cuatro grupos de riesgo.

Grupo 1. Bajo riesgo individual y colectivo. Microorganismos que nunca fueron descritos como
agentes causales de enfermedades para el hombre y que no constituyen ningun riesgo para el
medioambiente. Ejemplos: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli (algunas cepas).

Grupo 2. Riesgo individual moderado, riesgo colectivo limitado. Microorganismos que pueden ca
enfermedades en el hombre, con poca probabilidad de alto riesgo para los profesionales del laborat
Ejemplos: Salmonella, Toxoplasma, Schistosoma mansoni, virus del sarampion, virus de la hepatiti

Grupo 3. Riesgo individual elevado, riesgo colectivo bajo. Microorganismos que pueden caus
enfermedades graves a los profesionales del laboratorio. Ejemplos: Mycobacterium tuberculosis

Grupo 4. Serio riesgo para los profesionales del laboratorio y parala comunidad.
Microorganismos que causan enfermedades graves para el hombre. Ejemplos: virus Ebola, virus
Marburg.



A cada uno de los grupos anteriores le corresponden normas estrictas de bioseguridad,
abarcan desde la arquitectura del laboratorio y las caracteristicas de los equipamientos,
precauciones que deben tomar los profesionales y la forma en que se descartan los des

Bioseguridad Bioproteccion

Los microorganismos genéticamente modificados se clasifican en funcion del grupo de
riesgo al que pertenecen las cepas donantes y receptoras. Segun la Organizacion Mundial
la Salud, el término bioseguridad abarca los principios, técnicas y practicas necesarias pa
evitar la exposicion accidental a patégenos y toxinas, o su liberacion accidental..El conce
mas reciente de bioproteccion (o biocustodia) se refiere a las medidas de proteccion de |
Institucion y del personal, destinadas a evitar el riesgo de pérdida, robo, use incorrecto,
desvios o liberacion intencional de patdgenos y toxinas (bioterrorismo). \



