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Resumen

La identificacion morfoldgica ha ayudado a los taxénomos en la calificacion y utilizacion de
varios microorganismos. Un aporte a este proceso taxondémico se puede lograr mediante el
uso de haces de neutrones o neutrografia, esta técnica que permite la identificacién de varios
medios de diferente densidad, tiene en cuenta la transmisidn de neutrones y la seccion eficaz
de captura neutrdnica del medio a analizar. Para la identificacion de microorganismos con
neutrones se requiere un medio convertidor y un medio de registro, el medio conversor de
neutrones en alfas es una solucion de acido bérico con °B ~que se inocula a la muestra
biolégica a estudiar y el medio de registro tipo detector plastico de huellas nucleares (CR
39). La identificacion morfoldgica de microorganismos como E. Coli y Estafilococos aureus,
usando esta forma de neutrografia, han logrado resultados que coinciden con la informacion
taxoldgica de dichos microorganismos.

Abstract

The morphologic identification has helped the taxonomist to classifying them and utilization
of several microorganisms. An additional contribution to this process taxonomic can be
achieved by means of the utilization of beams of neutrons or by means of neutrography, this
technology that they allow the identification of several means of different density bears in
mind the transmission of neutrons and the neutron capture cross section of the way to
analyzing. For the identification of microorganisms with neutrons there is needed a half
convertor and a detector, the half converter of neutrons in alphas is a solution of boric acid
with °B that is inoculated to biological sample to studying and the way of record type plastic
detector of truck nuclear (CR 39). The identification morphologic of microorganisms as E.
Coli and Staphylococci aureus, using this form of neutrography, have achieved results that
coincide with the information taxological of the above mentioned microorganisms.

Introduccion

Los rasgos morfoldgicos (estructurales) han
contribuido a los taxdnomos por muchos
afios, clasificar los organismos. Los
métodos méas usados para la identificacion
microbiana estan basados en criterios
morfoldgicos, tincién diferencial, pruebas
bioquimicas, etc. La identificacién por
forma o morfologia es el primer paso en el
proceso de identificacion. Los organismos
superiores, tienen rasgos anatomicos tan
diferentes que pueden ser facilmente
utilizados en su clasificacion, pero los
microorganismos no poseen esta
caracteristica; es decir, los microorga-
nismos que se ven tan parecidos bajo un
microscopio, pueden diferir en propiedades
bioquimicas, fisiologicas y/o seroldgicas.
Sin embargo, aun cuando la morfologia
celular dice poco sobre las relaciones
filogenéticas, sigue siendo util para la
identificacion bacteriana; por ejemplo, la
presencia de endosporas y su localizacion
resulta de mucha utilidad en la
identificacion de bacilos esporulados. Es
posible sacar conclusiones en relacion con
la morfologia de una bacteria, examinando

37

una lamina que fue sometida a un proceso de
tincion diferencial. Estos criterios
morfologicos encabezan las primeras etapas
del proceso de identificacion bacteriana
(Figura 1), la mayor parte de las bacterias,
tefiidas con Gram.
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Figura 1: Foto de E. coli.( www.ucv.ve / Farmacia
/ Micro_web / Catedras02).

* Correspondencia autor: mmunive@ipen.gob.pe



Para realizar este tipo de identificacion se
requiere tener procesos de cultivos de
varios dias.

Lograr una imagen con neutrones recibe el
nombre de neutrografia que es una técnica
de ensayo no destructivo, similar a la
radiografia comun, donde se hace incidir el
haz de neutrones transmitido en una
muestra sobre un chasis, donde se encuentra
un convertidor y una pelicula radiogréfica
que transforma la radiacion incidente en
una imagen interna del objeto. Para este
proposito, se utiliza uno de los haces
radiales del reactor nuclear RP-10,
pudiéndose analizar objetos de hasta un
metro cubico de volumen [1].

La neutrografia partiendo de la seccion
eficaz de captura neutrénica para diversos
elementos, logra una imagen, pero ello no
solo depende de la seccion eficaz de
captura, sino del medio conversor de
neutrones transmitido en una sefial
registrable. Una neutrografia comin (Figura
2) usa convertidores de gadolinio o
disprosio para convertir, a partir de los
neutrones, fotones de luz que luego queman
una placa radiografica.
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Figura 2: Esquema de neutrografia directa
tipica.

2. Fundamento

Las partes necesarias para obtener una
imagen radiografica con neutrones son:
neutrones, muestra, objeto conversor y
detector o registro de imagen.

En cuanto a los neutrones, se logra tener un
flujo relativamente alto de estos elementos
en un reactor nuclear o una fuente
radiactiva (Cf252, Am-Be). Lo ideal es
tener neutrones del rango energético muy
bajo o neutrones térmicos para asi aumentar
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la posibilidad de interaccion con elementos, el
rango de energia promedio para nuestro caso
esde 0.025 eV.

La muestras que se utilizaron son cultivos de
incubacion; es decir, no requiere tener una
gran poblacion de microorganismos,  esto
ayuda a disminuir el tiempo de identificacion
de cualquier bacteria y por ello la respuesta
ante cualquier patégeno. Las bacterias usadas
en el presente trabajo fueron extraidos de sepa
de E. Coli y Estafilococos aureus.

Para aumentar la seccion eficaz de interaccién
de los microorganismo ante los neutrones, la
colonia es inoculada con una solucién de &cido
borico enriquecido con boro 10, este is6topo
presenta una seccion eficaz muy grande ante
neutrones térmicos (3837 b); la colonia y la
solucion estan sobre un portamuestra de vidrio,
se deja que se evapore el agua de la solucion y
como parte final de preparacion de la muestra,
se coloca sobre ella un trozo de una ldmina de
polimero. La incidencia de neutrones sobre el
boro genera particulas alfa con las siguientes
caracteristicas:

YB+n—'Li+'He(a) + 2.31MeV + y(478eV)

Las particulas alfa al tener un camino libre
medio de corto alcance, son de dificil
deteccion, para lograr registrarlo, se puede usar
detectores plasticos como los polimeros, que
en presencia de la radiacion alfa, dejan una
huella, también conocida como huella nuclear.
Segun el angulo de incidencia de la radiacion
alfa  sobre el polimero la huella nuclear
registrada tendrd formas muy variadas, las
cuales podrian ir desde circulos, si la
interaccién es perpendicular, hasta elipses si
carecen de ella [2] Figura 3.

Los polimeros que se usan para este tipo de
deteccion suelen ser LR 115 y el CR 39, este
ultimo posee la siguiente cadena de carbonos:

O/CHQ—CHZ—O—CO—O—CHZ—CH = CH,
“CH,—CH,-0-C0O—0—CH,—CH = CH,

Fuente: Track Analysis Systems Ltd



Figura 3: Arriba: Interaccion neutrénica en un
atomo de boro. Abajo camino libre medio de
una particula alfa y huellas alfa registrados por
detector plastico ( www.erilresearch.com/).

3. Proceso experimental

Haz de neutrones

La identificacion de bacterias se realizo en
los laboratorios auxiliares del reactor
RP-10, usando la facilidad externa o
conducto de irradiacion N° 4, con una
potencia térmica de 320 kW, lo cual
reporta un flujo de neutrones térmicos
cercana a 5.6 x 10 6 n.s*.cm™.

Preparacion de muestra

Las muestras se prepararon en el
laboratorio de biologia, en un ambiente
seguro para la manipulacion de agentes
patégenos. La preparacion consistié en
colocar sobre un portamuetras de vidrio,
dos gotas de solucion de acido boérico, de
0.1 M de concentracion, con volumen de 2
pl cada una, solaa una de las gotas se le
inoculado con una pequefia muestra del
cultivo del microorganismo a estudiar; la
otra gota, se utiliz6 como muestra de
control. La cepa de los microorganismos
tiene un tiempo de cultivo promedio de 18
horas, luego es diluida y centrifugada por
un tiempo de 5 minutos.

El portamuestra con las dos gotas es secada
a temperatura ambiente, por un lapso de 8 a
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10 minutos, una vez seca, se le coloca el
polimero detector CR 39 de un tamafio
suficiente que cubra ambas gotas; el porta
muestra y el plastico detector se irradian con
neutrones (Figura 4).

Proceso de irradiacion

La irradiacion al haz de neutrones se realiza en
el conducto de irradiacién N° 4, los tiempos de
irradiacion para cada muestra fueron de 1 hora,
luego se retird el detector plastico (CR 39),
para  realizarle el ataque  quimico
correspondiente.
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Figura 4: Arriba: esquema de ubicacion de muestra
borada y plastico detector frente al haz de
neutrones. Abajo: esquema de la produccion de
huellas nucleares.

Proceso de obtencidn de imagen o huellas
nucleares

La obtencién de imagen en el detector plastico
se logra mediante un ataque quimico del
mismo, con el cual se busca sacar micras de
capa de polimero, las cuales estan relacionados
al tiempo de ataque con una sustancia agresiva
a plasticos, buscando con ello hacer mas
visible la huella nuclear producida por la
particula alfa (E=2.31 MeV).

Se procedié hacer el ataque quimico del
plastico CR 39, en una solucién NaOH a 4,6
M, con temperatura de 70 °C, por un periodo



de 160 minutos, posteriormente se enjuaga
y se deja secar.

Los pléasticos son visualizados con
microscopico  dptico  marca  Meiji,
amplificacién de 20x100. Se registraron
algunas fotos mediante una camara digital.

Tratamiento de datos

Las huellas nucleares registradas depende
de varios parametros, el primer parametro
estd relacionado con el tiempo de
irradiacién, seguido del tiempo de ataque
quimico (tamafio) y de la concentracion de
microorganismos en la gota de A4cido
borico. Para el tiempo de irradiacion y el
ataque quimico se utiliz6 la data de la
referencia [3,4], tomando en cuenta la
variacion en forma, tamafio y al nimero de
huellas.
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Figura 5: Tiempos de irradiacion diferentes 30
y 60 minutos el numero de huellas por area es
mayor a mayor tiempo de irradiacion.

Para esta técnica no se requiere una
poblacion muy grande de muestra, por ello
un parametro que también contribuye es la
preparacion de la muestra biolégica. Las
muestras biolégicas deben de ser diluidas
en agua y centrifugadas en periodos de 5
minutos, con ello se busca que los
microorganismos no formen colonias y se
logre diferenciar individualmente (Figura
6).

Identificacion de muestras

Las muestras de microorganismos que se
registraron mediante esta técnica fueron
cepas de E. coli y Estafilococos aureus. Los
resultados preliminares mostraron que para
este tipo de bacterias se logra tener una
buena identificacion morfoldgica. Con una
mejora en el tratamiento quimico del
detector y la preparacion de muestra pueden

lograrse resultados bastante relevantes (Figura
7y 8).

Figura 6: Huellas nucleares de muestra bioldgica.
Izquierda: centrifugada una sola vez. Derecha: dos
Veces.
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Figura 7: Arriba: huellas de la muestra de E coli.
Abajo: muestra  de  Micrografia ~ SEM
(http://es.wikipedia.org/wiki/).

40



Figura 8: Arriba: huellas de la muestra de
estafilococos

aureus. Abajo: muestra de

Micrografia SEM de colonias de S. aureus;
(http://es.wikipedia.org/wiki/).

4. Conclusiones y comentarios

Usando los haces de neutrones se
propone una nueva técnica de
identificacion de bacterias, que agilizaria
el proceso de identificacion, reduciendo
tiempo.

Para la identificacion de bacterias con
periodos de cultivos muy largos y/o
complicados (Ej. Mycobacterium
tuberculosis), la técnica podria usarse sin
problema, ya que la identificacion se
puede hacer en una muestra sin requerir
cultivo.

Las imagenes obtenidas de E. Coli y E.
Aureus verifican la buena afinidad de las
bacterias con un ambiente acido y con el

boro, lograndose una buena
identificacion morfoldgica por esta
técnica.
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