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1. MICROSCOPIA

Los microorganismos son demasiado pequefios para ser detectados por el ojo
humano, por ello, es esencial la observacion microscépica para determinar la forma, el
tamafo, agrupamiento y caracteristicas de coloraciéon de los mismos. Generalmente,
éstos son los primeros datos que se obtienen cuando se desea saber que tipo de
bacteria u hongo es. Con el microscopio 6ptico se consigue un amplio margen de
aumento que puede alcanzar desde 10 a 1000 didmetros.

Existen varios tipos de microscopios y se han desarrollado numerosos métodos que
permiten examinar con gran detalle las muestras que contienen microorganismos.
Cada tipo de microscopio y cada técnica de preparacion de las muestras ofrece
determinadas ventajas para la demostracion de ciertos caracteres morfologicos.

Fundamentalmente existen dos clases de microscopio, segin el principio en que se
funda la amplificacién de la imagen:
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Se dividen en:

Campo claro
Campo oscuro
Ultravioleta
Fluorescencia
Contraste de Fases
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un haz de electrones en vez
de ondas luminosas y un
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electromagnéticos

Son de dos tipos:

> De transmision
> De Barrido
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Ambos tipos de microscopio se muestran en el siguiente esquema:

Figura 1.
MICROSCOPIA COMPUESTA MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE CAMPO CLARO DE TRANSMISION
Fuente de luz Cafon de Fuente de
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1. a. MICROSCOPIA EN CAMPO CLARO

El campo microscépico o zona de observacion estd intensamente iluminado, mientras
que los objetos observados aparecen oscuros.

Imagen 1. Levaduras sin tincion. (Ref. 1)
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Figura 2. Microscopio 6ptico.
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Funcion

El papel de los oculares consiste en aumentar, a manera de
lupa, la imagen real proyectada por objetivos tantas veces
como indique el nimero inscrito en ellos. Posee dos lentes: la
que queda cerca del ojo se llama ocular, la que queda en el
extremo inferior se llama colectora. Hay oculares de
B T2 diferentes aumentos.

En uno de los oculares (generalmente el izquierdo) se
encuentra un anillo de Dioptrias, que sirve para ajustar la
visién binocular.

Conjunto de lentes que producen imagenes de la muestra
aumentadas 4, 10, 40 o 100 veces, segun se indique en los
mismos. Constan de dos lentes, la que queda mas cerca de la
preparacion se llama lente frontal y la que queda en la parte
superior se llama lente posterior. La denominacién de los

OBJETIVOS
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CONDENSADOR

FILTRO

FUENTE EMISORA DE
LUZ

DIAFRAGMA (IRIS)

objetivos se efectua indicando su aumento propio, el cual se
halla grabado en cada pieza.

Se distinguen dos clases de objetivos: los secos y los de
inmersion; al primer tipo pertenecen los objetivos de aumento
débil o mediano (5%, 10%, y 40x, donde x=aumentos). Los de
inmersiéon son los de mayor aumento (100) con mayor podes
de resolucion.

El poder de resolucién estd condicionado por la apertura
numérica (AN). El objetivo de inmersion tiene una distancia
focal muy corta y una AN muy limitada. Actda a una distancia
de solo 1 a 2 mm del objetivo.

Es un sistema de lentes convergentes entre la fuerte de luz y la
platina. Estos lentes concentran los rayos luminosos sobre la
preparacion (condensador de abertura).

Es un disco de vidrio mate o de diferente color que se puede
ubicar en la parte inferior del diafragma y sobre un anillo
transportable; este filtro permite seleccionar la longitud de
onda de luz a emplear.

Proporciona la luz necesaria para la observaciéon de la muestra.
Esta puede ser o bien espejos, lamparas o bombillas. Si emplea
espejos, los concavos se usan cuando la luz requerida es menor
(con lentes de 4, 10 y 40) y el espejo plano para mayor
iluminacion.

Esta formado por un conjunto de laminas falciformes las cuales
por medio de una palanca lateral se pueden cerrar
concéntricamente regulando la cantidad de luz proveniente del
condensador. El diafragma se estrecha en preparaciones no
coloreadas para aumentar la profundidad de enfoque, en tanto
que en preparaciones coloreadas que absorben luz, tiene que
dilatarse. Usualmente los rayos luminosos emergen de la cara
superior del condensador como un cono de luz con el vértice
hacia abajo. Los rayos no muy divergentes pasan a través del
objetivo y cuanto mas amplio es el alcance de la apertura
numeérica mas amplio es el angulo que puede investigarse pues
mayor es el nimero de rayos divergentes que puede recoger.
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Técnica de observacion microscopica

Al utilizar el microscopio de campo claro, se pueden utilizar los objetivos de bajo
poder (5%, 10x y 40x) o bien el objetivo que nos permite el mayor aumento del
preparado que se quiere observar, el objetivo de inmersion en aceite. Estos
objetivos se utilizan de la siguiente forma:

< OBJETIVO DE INMERSION EN ACEITE (100X)

Se deben utilizar preparaciones tefiidas, completamente SECAS.

1. Poner una pequefia gota de aceite de inmersién sobre la porcién que se va a
examinar.

2. Elevar el condensador hasta donde pueda llegar y abrir completamente el
diafragma.

3. Colocar sobre la preparacién el objetivo adecuado (100x).

4. Ascender la platina, que se mueve por medio del tornillo macrométrico,
hasta que el aceite se ponga en contacto con el objetivo, siempre evitando
que presione la preparacidn.

5. Observar a través del ocular y girar el tornillo micrométrico hasta que la
imagen se encuentre enfocada.

% OBJETIVOS DE BAJO PODER (5x, 10x, y 40x).

Durante la observacién microscépica de preparados FRESCOS se usan
objetivos de bajo poder. En ellos NO se utiliza el aceite de inmersién y el
preparado se encuentra entre un porta y un cubreobjetos.

1. Descender el condensador completamente (en objetivos 5 x 0 10 X) o
hasta la mitad de la distancia que recorre (en objetivo 40 x).

2. Elevar la platina hasta que aparezca una imagen borrosa en el campo
microscaépico.

3. Buscar el enfoque por medio del tornillo micrométrico.
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En general, los microscopios oOpticos dan una amplificacion de hasta
aproximadamente mil veces, el limite de la amplificaciéon esta determinado por el
poder de resolucion.

Poder de Resolucion

' Esla propiedad de distinguir dos puntos adyacentes. Esta determinado por la
. longitud de onda de la luz y una cualidad de la lente objetivo que se conoce
' como apertura numérica (AN).

Limite de Resolucion = Long. de onda / 2 x AN

AN=nxsen9

Donde:

n = Indice de refraccién del medio entre la lente frontal del objetivo y el objeto de
observacion (aceite de inmersion IR = 1.53).

0 = Es la mitad del 4angulo formado por los rayos luminosos en la lente frontal desde
un punto del objeto.

Figura 3. Poder de Resolucion
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Lente frontal
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que penetra en el objetivo

Portaobjetos
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El poder de resolucion del microscopio esta restringido por los valores limitados de
la AN y de la longitud de onda visible.

La MAGNITUD DE LA AMPLIFICACION se determina multiplicando el aumento del
objetivo por el ocular. Generalmente se usa un ocular que aumenta 10 veces. En el
siguiente esquema se exponen los objetivos mas empleados.

Figura 4. Diferencias entre objetivos

A B C , Amplificacion
25x10=2950 44x10 = 440 10x10=100 | total con
i ocularx 10
95 X 44 X 10X — Amplificacidn
1,8 mm 4 mm 16 mm | — Distancia focal
\\_,-Q*-;/_/:D,n m;“:hé- 0.46mm) | —+5mm— Distancia
==|= ='=.= ==\‘ DFIEI:‘E.L‘i.‘L’El
Portachjetos

A = Inmersidn en aceite, B = Gran aumento, seco, C = Poco aumento.

Empleo del objetivo de inmersién en aceite

Es el que se emplea con mas frecuencia en Microbiologia, porque proporciona mayor
amplificacién que cualquier otro tipo de objetivo.

Para una alta potencia de resolucioén, la apertura ndmerica (AN) de un objetivo debe
ser mayor a 1, para esto debe utilizarse un medio de inmersion (aceite, agua, glicerol)
que tenga un indice de refraccién mayor a 1, que es el del aire. El medio de inmersion
a utilizar con cada objetivo concreto se indica en el objetivo.

El aceite de inmersidn, utilizado en microbiologia, proporciona el medio 6ptimo
homogéneo al paso de la luz entre el portaobjeto y la lente frontal del objetivo y
permite aumentos de 1000 diametros.
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Figuras 5y 6. Objetivo de inmersion
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1. b._MICROSCOPIiA EN CAMPO OSCURO

Imagen 2. Gl6ébulos rojos en
campo oscuro. (Ref. 2)

Cuando la luz incide sobre un pequeiio objeto, parte se

dispersa haciendo que el objeto aparezca luminoso y por
ello visible sobre un fondo oscuro. La técnica de
iluminacién en campo oscuro explota este fenédmeno y
permite detectar objetos tan pequefos que de otro modo
no proporcionan suficiente contraste. Tal iluminacién se
consigue mediante el uso de una clase especial de
condensador que enfoca sobre la muestra un cono hueco de
luz cuyos rayos divergentes no entran en el objetivo. Sélo la luz
dispersada por la muestra penetra en el objetivo y pueden observarse los objetos
iluminados sobre el resto del campo oscuro del microscopio.
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Figura 7. Microscopio de campo oscuro
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1. c. MICROSCOPIA DE LUZ ULTRAVIOLETA

La microscopia ultravioleta permite una resolucién algo mejor y, por consiguiente,
mayor amplificacion que la que se obtiene por el microscopio dptico corriente. La
razon de esto es que la luz UV tiene menor longitud de onda que la luz visible (180 a
400 mu frente a 400 a 700 mp). La ventaja principal de la microscopia ultravioleta es
que hace visible la absorcion especifica de algunas sustancias. La absorcién
caracteristica en ultravioleta de ciertos cuerpos permite su localizacion,
diferenciaciéon y determinaciéon en preparacién adecuada, aun en estado vivo. Como
las radiaciones de UV son invisibles, las imagenes se hacen visibles recogiéndolas
sobre una emulsién fotografica utilizando un tubo condensador convertidor de
imagen, o presentandolas en una pantalla de television, después de recogerlas en un
tubo o fototubo sensible al UV en camara de television.

1. d. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Algunos compuestos quimicos absorben la energia de las radiaciones UV y la emiten
como ondas visibles de mayor longitud. Estos cuerpos aparecen de un color a la luz
ordinaria y de color completamente diferente a la luz UV, dependiendo del
fluorocromo que se use. Dichos compuestos se llaman fluorescentes y el fendmeno
recibe el nombre de fluorescencia. Cuando se trata una mezcla de bacterias con una
solucion de colorante fluorescente, los organismos que combinan o retienen en
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cualquier forma este producto, se hacen fluorescentes cuando se los irradia con UV y
pueden verse en el campo microscépico como cuerpos luminosos.

1. e. MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASES

El relativamente bajo contraste de las células vivas puede aumentarse
considerablemente mediante el uso de un instrumento con un sistema 6ptico
modificado, conocido como microscopio de contraste de fases.

La luz, al pasar de un medio a otro de densidad ligeramente diferente, experimenta
una desviacion o refraccion en su direccién primitiva. Con el microscopio de campo
claro no se hacen visibles las ligeras variantes de espesor o densidad, o de indice de
refraccion. En el microscopio de contraste de fase, un sistema de anillos en el
condensador y en el objetivo separa los rayos refractados de la muestra de aquellos
que no lo sean. Los dos conjuntos de rayos se recombinan después de que los rayos
refractados hayan pasado a través de un anillo de cristal, que introduce una diferencia
de fase adicional. Mediante ésta modificacion 6ptica, se aumenta considerablemente el
grado de contraste de las células, cuyos indices de refraccién difieren muy
ligeramente del indice de refracciéon del medio circundante.

Figura 8. Microscopio de contraste de fases
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Mantenimiento y precauciones

Si ud. no esta utilizando el microscopio, el mismo debe estar
desenchufado, cubierto con la funda plastica con el fin de evitar que
se ensucien y dafien los lentes.

No se deben tocar nunca las lentes con las manos. Ni utilizar
maquillaje en los ojos que ensucien los lentes, en caso de necesidad
limpielas suavemente con pafiuelos especiales para dptica.

Nunca deje el preparado sobre la platina, cuando no este utilizando
el microscopio.

Para cambiar de objetivo emplee siempre el revolver. Si no es asi
puede dafiar la parafocalidad del microscopio.

Después de utilizar el objetivo de inmersion, limpie el aceite que
queda en el objetivo con panuelos para 6ptica humedecidos con
xilol.

No fuerce nunca los dispositivos giratorios del microscopio.

No cambien el objetivo mientras esta observando a través del ocular.

Encienda la luz uUnicamente en el momento de hacer las
observaciones.

Al momento de apagar definitivamente el microscopio: Coloque el
objetivo de menor aumento en posicion de enfoque, retire la
muestra, limpie el objetivo de inmersién con papel especial, baje
completamente la platina, ubique en “cero” la perilla de intensidad
de luz, apague el interruptor de la fuente y desconecte del toma
corriente. Deje enfriar el bombillo dejando el microscopio en la
mesa, para que el responsable del equipo lo revise y lo guarde en el
sitio adecuado y nunca enrolle el cable sobre el microscopio.

Cubra el microscopio con el forro protector.
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2. MICROSCOPIA ELECTRONICA

El Microscopio Electronico (M.E.) tiene la ventaja de su enorme amplificacidn, porque,
a causa de la pequefiisima longitud de onda del haz de electrones que se utiliza para
amplificar el objeto, puede aumentarse cien veces el poder de resolucidon del
microscopio optico. La longitud de onda mas corta de la luz visible es de alrededor de
4.000 angstroms (1 angstrom es 0,0000000001 metros), a diferencia la longitud de
onda de los electrones que se utilizan en los microscopios electréonicos es de alrededor
de 0,5 dngstroms.

Emplea ondas de electrones v campos magnéticos para producir la imagen mientras
que el microscopio utiliza ondas luminosas y lentes. En la microscopia electrénica el

material de observacién se dispone en extensidon, sumamente fina y seca, sobre
pequefias pantallas que se introducen en el aparato en un punto situado entre el
condensador magnético y el objetivo magnético, que representa la platina del
microscopio. La imagen amplificada se observa en una pantalla fluorescente a través
de una mirilla de cierre hermético, o se impresiona en una placa fotografica por una
camara adaptada al aparato.

A pesar de la gran ventaja de la enorme amplificacidn, existen varias limitaciones en la
M.E. tal como se usa hoy en dia:

1- La preparacion que se examina tiene que estar seca. En el M.E. la
preparacion se coloca en una camara de vacio total.

2- Las células no pueden observarse en estado vivo y en actividad, y el
proceso de desecacion puede alterar los caracteres morfoléogicos.

3- El poder de penetracion del haz electrénico es bajo.

4- No proporciona ninguna indicaciéon sobre la naturaleza quimica de la
estructura que revela.
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2.a. MICROSCOPIA DE TRANSMISION
Imagen 6. Bacilos en

division. (Ref. 3)
En este microscopio el contraste es el resultado de la dispersion | ‘ ~
diferencial de los electrones por la muestra, estando el grado 4
de dispersion en funcién del nimero y de la masa de atomos
que se hallan en la trayectoria de los electrones.
Dado que la mayoria de los elementos constituyentes de los }
materiales biol6gicos son de baja masa, el contraste de estos ‘
materiales es débil._ Puede resaltarse considerablemente por
"tincion" con sales de varios metales pesados (ej. plomo, uranio).

Una forma es colocar la muestra en una rejilla y tefiirla en forma positiva. Las
particulas se vuelven electrénicamente mas densas que el medio circundante. Sin
embargo se obtiene mayor contraste por tinciéon negativa. En ella los depésitos de

metales pesados se disponen en todos los sitios de la rejilla excepto en los lugares
donde estan las particulas, asi, éstas resaltan por su brillo relativo en la pantalla
fluorescente. Esta técnica es valiosa para el examen de estructuras muy pequefias
como flagelos, particulas viricas, moléculas de proteinas, etc.

Otra de las técnicas preparativas para el uso de este microscopio es la réplica
sombreada, para hacer visibles particulas muy pequefias usando objetos para
replicarlas mediante su propia sombra. Las rejillas se colocan en una cdmara cerrada
al vacio, en ella se encuentra un filamento de un metal pesado (platino, paladio u oro)
el cual se calienta y se evapora depositandose sobre la muestra. Como el filamento y la
muestra se encuentran en angulo oblicuo, el metal se deposita en las superficies
orientadas hacia el filamento, apareciendo las mismas brillantes en la pantalla.

Figura 9. Microscopio de transmisién - Réplica sombreada.

Metal en

evaporacion Capa de metal
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Sombra
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Otra de las técnicas es por criofractura, donde se congela la muestra sin formacion de
cristales de modo que se mantengan intactas las estructuras vivas. El bloque
congelado se fractura con una cuchilla, quedando expuestas varias superficies
externas e internas de la muestra. La superficie fracturada se sombrea con un metal
pesado. La muestra sombreada se destruye después por tratamiento quimico y la
réplica es examinada. La criofractura es muy utilizada en estudios de la estructura de
la pared y de las membranas de la célula.

Imagen 7. Levadura,
2. b. MICROSCOPIA DE BARRIDO Candida albicans. (Ref. 4)

El microscopio de transmision produce imagenes
esencialmente bidimensionales, mientras que el microscopio

de barrido permite obtener imagenes tridimensionales de

objetos microscdpicos cuyo tamafio varia ampliamente.

El MEB explora la superficie de la imagen punto por punto, al
contrario que el MET, que examina una gran parte de la muestra .
cada vez. Su funcionamiento se basa en recorrer la muestra con un haz muy
concentrado de electrones, de forma parecida a un barrido.

La muestra se recubre con una fina capa de un metal pesado y luego se rastrea por un
estrecho haz de electrones (la senda electrénica). Desde el punto de la muestra
golpeada por la sonda, se emiten electrones que son recogidos y utilizados para
producir una imagen sobre la pantalla de un tubo de rayos catodicos.
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PREPARACION DEL MATERIAL MICROBIOLOGICO PARA
MICROOSCOPIA

La observacién microscépica constituye la primera etapa del estudio de los
microorganismos y también del diagnéstico microbioldgico ya que permite conocer
algunas caracteristicas de los microorganismos, como ser: forma, disposiciéon o
agrupacion, presencia o ausencia de estructuras (capsulas, esporas, flagelos),
movilidad, etc.

En microbiologia existen dos formas de poder realizar una observacién al microscopio
optico:

e Preparacion Himeda, “Fresco”
e Preparacion Fijada

Las bacterias no tefiidas muestran pocos detalles morfolégicos, el diagndstico
bacteriolégico generalmente se basa en las diferentes afinidades tintoriales de las
bacterias para identificarlos mas adecuadamente, Sin embargo, también resultan
utiles las preparaciones no tefiidas en la determinacién de la movilidad.

Las preparaciones fijas y tefiidas son de uso casi universal, tanto a partir de
especimenes recibidos como de colonias cultivadas. En general una muestra del
espécimen original puede ser colocada directamente sobre el portaobjetos o bien ser
recogida con un ansa, recordando siempre tener una preparaciéon delgada y
homogénea.

Preparacion humeda- “Fresco”:

El estudio "en fresco" se desarrollé cuando todavia no se habian inventado la fijacién
y la tinciéon. Un estudio “en fresco" es aquel que no precisa un tratamiento en el que se
maten las células, como es la fijacion o la inclusion. No presenta dificultades afladidas
a las de cualquier técnica microscépica, pero si que requiere la maxima limpieza.

Se realiza colocando una gota de la suspension de microorganismos entre un porta y
un cubreobjetos. Se observa directamente.
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Figura.9. Preparacion de un preparado fresco

I
Cubreobjeto

Preparacion de extendido fijo para tinciones:

EXTENDIDO - SECADO - FIJACION > TINCION

La extension del material sobre el portaobjetos se hara de diferentes formas, en
funciéon de la procedencia del producto a examinar.

=>» Si es liquido, se depositara una pequena cantidad de material en el centro del
portaobjeto, extendiéndolo con el ansa hasta conseguir una capa fina y
homogénea.

=>» Si se hace a partir de un cultivo en medio sélido, la colonia que vayamos a
estudiar se mezclard con una gotita de agua destilada estéril colocada en el
centro del portaobjeto.

Una vez realizado el frotis, se deja secar al aire la preparacion, cuando esta seca la
superficie pasa de ser brillante a mate; para acelerar el secado se puede calentar

ligeramente la parte inferior del portaobjetos (sin quemar) sobre el fuego del
mechero.

La fijacion es el uUltimo paso antes de proceder a la tincién, donde se coagula el
protoplasma bacteriano, y tiene como objetivo no permitir que la muestra de estudio
se pierda (o se barra) en el proceso de tincion.

Para bacterias, la fijacion por calor es lo mas corriente, aunque también puede fijarse
con sustancias quimicas como formaldehido, acidos y alcoholes cuando se posee
abundante material celular para teiiir.

Los frotis de origen microbioldgicos se deben de fijar con calor suave, pasando el
portaobjetos sobre una llama, el calor deseable es aquel en el que el portaobjetos sea
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apenas caliente para ser colocado sobre el dorso de la mano.

Tras la fijacion es muy importante esperar que se enfrie antes de proceder a realizar
cualquier procedimiento de tincion. Estas preparaciones se observan sin cubreobjetos
y, habitualmente, con objetivos de inmersion.

Figura 10. Preparaciéon de un preparado para tincion.

L. Realizacion 3. Fijado a la llama.

del extendido / p—— /

2. Secado del extendido

[ ]

ACTIVIDADES PRACTICAS

e Practicay evaluacion del enfoque en todos los objetivos del microscopio de
campo claro, con diferentes preparados provistos por la catedra.
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