CIENCIA

':t"‘".l‘;-“' DE DIVULGACION CIENTIFICA
v

ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LAS FUENTES TERMALES DEL
HOTEL MISION COMANIJILLA, GUANAJUATO, MEXICO

Corona Venegas Brenda Maytee (1), Puy Y Alquiza Maria Jesus (2), Noriega Luna Berenice (3),

Vazquez Lara América Yazmin (4)

1[Licenciatura en Ingenieria en Geologia, Universidad de Guanajuato] | [bm.coronavenegas@ugto.mx] (Estilo (“ADSCRIPCION

AUTORES” Candara, 9 pts. Color gris 50%)

2 [Departamento de Ingenierias Minas, Metalurgia y Geologia, Divisién de Ingenierias, Campus Guanajuato, Universidad de

Guanajuato] | ]

3 [Departamento de Ingenieria Civil, Division de Ingenierias, Campus Guanajuato, Universidad de Guanajuato] | °[]

4 [Licenciatura en Ingenierias Ambiental en Aguas Subterrdneas, Division de Ingenierias, Campus Guanajuato, Universidad de

Resumen

Abstract
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Se realiz6 un estudio a un tapete bacteriano extraido de las aguas termales ubicadas en el Hotel Misién
Comanijilla, Guanajuato, México., con la finalidad de identificar la gran diversidad de los microrganismos
autoctonos que se encuentran en estas fuentes termales. El proyecto consistié en observar las
diversidad de bacterias que se presentan en un tapete bacteriano, usando el método de la tincién de
gram para poder identificar y aislar los diversos tipos de microorganismos para después trabajar con
estos sometiéndolos a diferentes pruebas (cambios de temperatura, cambios de cultivo, etc.) La
observacion las bacterias en microscopia 6ptico, en un laboratorio de Microbiologia, puede realizarse
por diferentes procedimientos como son la observacién directa de microorganismos “in vivo” o el
tratamiento con colorantes mediante tincidon positiva y negativa, procesos dirigidos a incrementar el
contraste y por consiguiente a optimizar el resultado.

A study was carried out and a selection of bacteria extracted from the hot springs located at the Mission
Comanijilla Hotel, Guanajuato, Mexico, was carried out in order to identify the great diversity of the
autochthonous microorganisms found in these hot springs. The project consisted of observing the
differences of bacteria that occur in a bacterial tape, using the gram stain method to identify and isolate
the different types of microorganisms so that they work with these subjects to different tests. of culture,
etc.) The observation of bacteria in optical microscopy, in a Microbiology laboratory, can be treated by
different procedures such as the direct observation of microorganisms "in vivo" or the treatment with
dyes by positive and negative staining, processes aimed at increase the contrast and therefore optimize
the result.
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INTRODUCCION

En las aguas termales se pueden encontrar algas, diatomeas, rotiferos bacterivoros, protozoos y bacterias.
Entre éstas ultimas se encuentran: las ferrobacterias, organismos autétrofos que se hallan en las aguas
ferruginosas y precisan del hierro para cubrir sus exigencias vitales; las manganesobacterias, que precisan el
manganeso para vivir; sulfobacterias, que intervienen en el ciclo del azufre; y bacterias haléfilas, que resisten
altas concentraciones de sal. Estos microorganismos constituyen la flora normal de este tipo de agua, y por
tanto, el hallazgo de otras bacterias impropias de esta localizacion y que ademas son patdégenas para el
hombre, supone una contaminacién exdgena del agua que la convierte en no potable. [5]

El tamafo de la mayoria de las células bacterianas es tal que resultan dificiles de ver con el microscopio
optico. La principal dificultad es la falta de contraste entre la célula y el medio que la rodea, y el medio mas
simple de aumentar el contraste es la utilizacién de colorantes. Estos pueden emplearse para distinguir entre
tipos diferentes de células o para revelar la presencia de determinados constituyentes celulares, tales como
flagelos, esporas, capsulas, paredes celulares, centros de actividad respiratoria, etc. Las células
generalmente son tratadas para coagular el protoplasma antes de tefirlas, proceso llamado fijacion. Para
bacterias, la fijacion por el calor es lo mas corriente, aunque también puede fijarse con sustancias quimicas
como formaldehido, acidos y alcoholes. Después de la fijacion, si se afiade el colorante, no se producen
ulteriores cambios estructurales en el protoplasma. La fijacion se realiza habitualmente en células que han
sido fijadas sobre un portaobjetos, tratando después éste con el agente fijador, y siguiendo inmediatamente el
proceso de tincidon. La fijacion produce habitualmente el encogimiento de las células; la tincion, por el
contrario, hace que las células aparezcan mayores que lo que es realmente, de manera que las medidas de
las células que han sido fijadas o tefiidas no pueden realizarse con mucha precision.

La tincidon es un método sencillo para incrementar el contraste entre la célula y su entorno y por lo tanto
contribuye a mejorar la imagen observada. Las técnicas de tincion con diversos colorantes facilitan la
observacion al aumentar notablemente el contraste. En Microbiologia todas las tinciones se realizan a partir
de suspensiones de microorganismos extendidas en un portaobjetos (frotis), secadas y fijadas. La fijacion,
procedimiento que permite preservar estructuras celulares, se puede llevar a cabo con Reduca (Biologia).
Serie Microbiologia. 3 (5): 15-38, 2010 ISSN: 1989-3620 16 diferentes tratamientos: fijacién por calor o fijacion
quimica. La fijacién por calor es la mas utilizada para la observaciéon de bacterias. Este procedimiento consiste
en pasar el portaobjetos, con la suspension bacteriana extendida y seca, a través de una llama de un
mechero. La fijacidon por calor preserva la morfologia externa de los microorganismos pero no las estructuras
internas. La fijacion quimica con agentes como etanol, folmaldehido y acido acético entre otros muchos, se
utiliza para preservar las estructuras celulares. [1]

Asi también los microorganismos tienen caracteristicas especiales utiles para la produccion de metabolitos y
enzimas. Para la aplicacion y elaboracién de productos alimenticios y dietéticos, biosintesis de nuevos
productos, formulacién de detergentes, asi como sintesis de farmacos enantioméricamente puros,
biodegradacion de residuos téxicos y bioclasticos. [3]

A partir de los beneficios que se obtienen en el estudio de las fuentes de aguas termales y los organismos
unicelulares en la actualidad , nacié la inquietud de la comunidad cientifica por realizar un estudio a las aguas
termales que tenemos en el estado de Guanajuato con el fin de evaluar las bacterias pueden servir a las
industrias que requieren procesos tecnoldgicos eficientes y limpios que soporten temperaturas y pH extremos,
es por ello que, el aislamiento de nuevos microorganismos de estos ambientes o sus enzimas constituye una
alternativa para la obtencion de bacterias con caracteristicas particulares para atender la creciente demanda
del mercado biotecnoldgico. [4]

Los recientes estudios ecoldgicos sobre la microbiota de manantiales termales han cambiado nuestra vision
de la biodiversidad microbiana y de su composicion, estructura y funcion. En los ultimos afios se han descrito
varios tipos de comunidades microbianas 154 Panorama actual de las Aguas Minerales y Minero-medicinales
en Espafia Adobe InDesign en diferentes manantiales calientes (Ward et al.1998) y se han aislado un gran
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numero de nuevas bacterias termofilas (Stetter, 1996). Estos aspectos generales se han incrementado con
estudios sobre la aplicacién de estos microorganismos en la biotecnologia, debido a la alta resistencia al calor
de sus enzimas. [2]

Es asi que el objetivo de este estudio fue tener una visidn de la gran diversidad de microorganismos que viven
en estas fuentes termales asi como el aislar y desarrollar cepas microbianas que puedan tener un fin
biotecnolégico

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de microorganismos. Se recolectaron muestras de aguas termales del Hotel Mision Comanijilla,
Guanajuato, México, se transportaron al laboratorio y se guardaron en refrigeracion. Con las muestras se
realizaron tinciones de Gram para poder observar con ayuda de un microscopio los diferentes tipos de
bacterias que se encuentran en estas fuentes termales.

Tincién de Gram. La tincion de Gram es uno de los métodos de tincién mas importantes en el laboratorio
bacteriolégico y con el que el estudiante debe estar perfectamente familiarizado. Su utilidad practica es
indiscutible y en el trabajo microscépico de rutina del Laboratorio de Microbiologia las referencias a la
morfologia celular bacteriana (cocos, bacilos, positivos, negativos, etc) se basan justamente en la tincion de
Gram. Esta tincién se denominada asi por el bacteriélogo danés Christian Gram, quien la desarrollé en 1844.
Sobre la base de su reaccion a la tincion de Gram, las bacterias pueden dividirse en dos grupos, gram-
positivas y gram-negativas (en este caso, los términos positivo y negativo no tiene nada que ver con carga
eléctrico, sino simplemente designan dos grupos morfolégicos distintos de bacterias).Las bacterias gram-
positivas y gram-negativas tifien de forma distinta debido a las diferencias constitutivas en la estructura de sus
paredes celulares.

Bacteria Gram Positiva Tiene una capa gruesa de peptidoglicano (mureina) y dos clases de acidos teicoicos.
Acido Lipoteicoico que esta en la superficie, empotrado en la capa de peptidoglicano y unido a la membrana
citoplasmica. Y acido teicoico de la Pared que esta en la superficie y se une soélo a la capa de peptidoglicano.
El acido Teicoico es el responsable del determinante}

Bacteria Gram Negativa: Tiene una capa delgada de peptidoglicano (mureina) unida a una membrana exterior
por lipoproteinas. La membrana exterior estd hecha de proteina, fosfolipido y lipopolisacarido. En el
lipopolisacarido, la porcion de lipido esta embebida en el fosfolipido y el antigeno O polisacarido esta en la
superficie. El lipido se llama Lipido A y es tdxico, pero el lipopolisacarido entero se llama Endotoxina. La pared
de la célula tiene poros llamado Porines para el transporte de substancias de peso molecular bajo. Entre la
membrana citoplasmica y la pared celular hay un espacio periplasmico con enzimas hidroliticas, enzimas
inactivadoras de antibiéticos y proteinas de transporte.

Preparacion de un Frotis (Tincion de Gram): Sobre un portaobjetos de vidrio, limpio y seco, se coloca una gota
del material que se va a tedir. EI material se frota directamente sobre el portaobjetos, donde puede
visualizarse con facilidad. (IMAGEN 1).

El material colocado en el portaobjetos se deja secar al aire o bien se pasa varias veces por la zona azul de la
llama de un mechero de Bunsen hasta que el vidrio esté tan caliente que moleste al tacto pero no queme.
(IMAGEN 2).
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IMAGEN 1: Aqui se muestra con se coloca la muestra IMAGEN 2: En esta imagen se puede observar la
en el portaobjetos con ayuda de un asa. diatancia a la que se exponian las laminas con la
muestra.

A continuacién se tifie la muestra por coloracion de Gram.

Se le adiciona cristal violeta por un minuto, escurrir el colorante y lavar con agua destilada. (IMAGEN 3)

\
W~ .

IMAGEN 3: Podemos ver como es que se realizaba las IMAGEN 4: En esta imagen podemos ver el microscopio
tinciones. que utilizamos para observar los portaobjetos con la
muestra.

Se le agrega lugol por un minuto, después se lava suavemente con un chorro de agua destilada, se pone el
frotis en forma vertical y usando un fondo blanco, decolorar afiadiendo gota a gota alcohol-cetonico durante
10 o0 15 segundos, el momento exacto para terminar la decoloracion con agua es cuando dejan de fluir “hilos
de colorante” por el frotis. Este es el paso critico de la tincion, lavar inmediatamente con un chorro de agua
suave.

Se le agrega safranina por un minuto, después se lava suavemente con un chorro de agua destilada hasta
que quede sin colorante.

Una vez que la preparacion esta totalmente seca, observar con ayuda del microscopio (IMAGEN 4) en los
objetivos de 10, 45, y 100x, poniendo en este ultimo el aceite de inmersion.
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Después se procedié a aislar los diferentes tipos de morfologias bacterianas que se encontraron en las
muestras de agua. Luego, se sembraron alicuotas de 0,1 ml de las diluciones en agar tripticasa de soya
conteniendo cloruro de sodio 5% a 37°C durante 24 horas. Los aislados fueron seleccionados segun tamafio,
color y consistencia de las colonias [IMAGEN 5,6]. Para la determinacion del tipo de pared celular y forma
bacteriana se utilizaron cultivos frescos de 14 h. Pruebas fisiolégicas. Los aislados se inocularon en caldo
tripticasa de soya conteniendo cloruro de sodio 0, 5, 10, 15 y 20%. Luego, los cultivos bacterianos se
incubaron aprox 37°C por 24 h, la densidad celular se determiné por espectrofotometria a 600 nm. Para
determinar el pH 6ptimo de crecimiento se utilizé el caldo tripticasa de soya cuyo pH fue ajustado a 6,0; 7,0 y
8,0 con NaOH 1N o HCI 1N. Del mismo modo, se determind la temperatura 6ptima.s una descripcion puntual y
concreta, ajustada a la investigacion realizada, la cual debe ser congruente con el objetivo e hipotesis

planteados en el estudio realizado.

IMAGEN 5: En esta imagen se muestra un cultivo de

bacterias que presenta una colonia muy abundante.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las muestras que se tomaron del tapete bacteriano para trabajar con ellas usando el método de la tincion
de gram se visualizaron las morfologias mas basicas y también podemos encontrar algunas diatomeas.
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IMAGEN 5: En la imagen se puede observar que en la
muestra del tampete también se pueden encontrar

diatomeas.

de bacterias con un color naranja y un crecimiento
diferente a la otra colonia.
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Cocos: Micrococos, aparecen aislados y dispersos tras la division celular. Diplococos, aparecen por pares.
Estreptococoss, tienden a unirse formando cadenas. Estafilococos, aparecen en grupos irregulares, a veces

de gran tamafo. (IMAGEN 6,)

O 000 PP ¢ 0 & @ & -

Bivisién a lo largo del mismo plano, formando

farma
Divisién a lo la de 3 planos
e cadenas cortas Divisién a lo largo de 2 LA P
planos diferentes:
e llama
2 cocos juntos: 4 - 20 en cadenas: Tétradas irregularmente;
Caco reqularmente: Sarcinas
Diplococos Estreptococos Estafilococos

IMAGEN 6: Se pueden observar las diversas formas en las que se presentan los cocos.

Bacilos: grandes variaciones morfoldgicas: fusiformes, estreptobacilos, cocobacilos. (IMAGNEN 6)

B, el g s o v

IMAGEN 7: En la imagen podemos observar muchos IMAGEN 8: Aqui observamos otra forma en la que se
bacilos con una forma un poco ovular. presentan los bacilos en la muestra.

IMAGEN 9: En la imagen podemos observar una una IMAGEN 10: En la imagen se puede observar dos formas
gran formacion de biobacilos. diferentes de bacilo, unos mas largados y oreos de una
forma mas redondeada.
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Empalizadas, Bacilos
lado con lado o en

Forma de vara: Dos bacilos juntos: Cadenas de bacilos:

za [laman Bacilos Diplobacilos Estreptobacilos
| | figuras en X, Vo Y

IMAGEN 6: Variedad de formas que pueden presentar los bacilos.

En las aguas termales existen diversos microorganismos que dependen de las caracteristicas fisicoquimicas
del agua, suelo, clima y regién geografica para su crecimiento y desarrollo

Las colonias de cada especie bacteriana que se aislaron mostraron que son diferentes ya sea en tamano,
color, consistencia etc., y pueden ser diferenciadas sobre estas bases. Cada colonia aislada esta constituida
de un solo tipo de bacterias, ya que se supone que es la descendencia de una sola célula y por tanto, un
cultivo puro. Para estudiar las caracteristicas fisicas, quimicas, fisiolégicas, etc., de una bacteria, se necesita
que ésta sea aislada en cultivo puro y el aislamiento en caja Petri es el primer paso para ello, siendo el
segundo paso la siembra de una porcién de una colonia en un medio de cultivo en tubo, verificando su pureza
después de la incubacion apropiada, mediante observacion al microscopio. La morfologia de las colonias es
importante por lo anteriormente expuesto y debe familiarizarse el alumno con ella.

Tabla 1:Caracterisitcas mas constantes que llegan a presentar las colonias de bacterias

Puntiforme, circular, irregular, alargada, fusiforme, filamentosa, rizoide, etc.

1. Forma
2. Tamafio . Estimar el didametro en mm.
3. Superficie Lisa, rugosa, cerebriforme, en anillos concéntricos, etc.
4.  Elevacion planada, elevada, pulvinada, convexa, umbonada, umblicada, etc.
5. Borde Continuo, ondulado, lobulado, erosionado, festoneado, filamentoso, etc.
6. Estructura )Amorfa o granulosa

Interna g '
7 Color Segun sea observado por la luz reflejada o por la luz transmitida, puede ser de color blanco, amarillo, rojo ladrillo,

' anaranjado, etc.

8.  Opacidad Transparente, opaca, efc.
9.  Concistencia Dura, viscosa, membranosa, gelatinosa, mucosa, etc. Usar el asa bacteriologica para determinar la consistencia.
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CONCLUSIONES

De las aguas termales del Hotel Mision Comanijilla, Guanajuato, México estudiadas se encontré poseen una
gran diversidad microbiana Sin embargo, se observa una cierta relacién entre algunos microorganismos y las
aguas con caracteristicas fisicoquimicas mas extremas de pH, temperatura, salinidad y radiactividad. De las
aguas termales se aislaron por lo menos 2 tipos de bacterias halotolerantes, la mayoria es Gram negativas

De acuerdo con los resultados obtenidos, se logré inferir que de las muestras estudiadas del tapete bacteriano
se puede trabajar con algunas de las bacterias que se lograron cultivar en las cepas para la realizacion de
pruebas que puedan comprobar su uso en la industria de la biotecnologia.
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