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Técnicas de observacion de microorganismos

El examen microscopico es el primer paso paraetiesde las muestras microbioldgicas. Es
un examen orientativo que nos proporciona datosoclenpresencia de bacterias, su morfologia,
movilidad y caracteristicas tintoriales y estruates.

Los microorganismos obtenidos a partir de una maieihica pueden verse vivos 0 muertos,
aungue para la investigacion de algunas caradtedstioldégicas como la movilidad, es necesario
observarlos vivos.

Las técnicas de observacion microscopica de migemismos pueden dividirse en:

A. Examen en fresco (preparaciones sin tef)ir
- preparaciéon entre porta y cubre
B. Examen de preparaciones coloreadas:

- de gérmenes vivos -> coloracion vital
- de gérmenes muertos -> tinciones

C. Estudio de la movilidad bacteriana
- gota pendiente

A. Examen en fresco (preparaciones sin tefiir)

Consiste en observar los microorganismos vivopgade haber en el producto examinado, sin
fijacion ni tincidn, en suspension acuosa, pudiemdgetivar su cantidad, sus caracteristicas
morfologicas y su movilidad.

Es una técnica de facil realizacion, en la queadyrcto a examinar se sitla entre portay cubre.
Si el material procede de una toma en medio so@lide una toma directa, se emulsionara en una gota
de agua destilada o solucién salina. Si el matesidiquido se depositara directamente entre gorta
cubre.

El volumen de la gota debe ser adecuado a las dioreas del cubreobjetos ya que, en caso
contrario, un exceso de liquido se traducira edastbordamiento de éste bajo los limites del cabre,
un cubre "flotante” que dificultara nuestra obseida por la formacion de corrientes liquidas.

Si el producto va a permanecer mucho tiempo eorgh@bjetos, es conveniente prevenir la
desecacion mediante la aplicacion de parafinashdodes inferiores del cubreobjetos.

La observacion se realiza, en general, con objelivé0x en microscopio de campo claro. La
microscopia de contraste de fases y de campo ofsailita mucho la visién en fresco.

Los examenes en fresco permiten, ademas, obsarpagdencia de otros elementos formes,
como leucocitos, cristales, etc., que pueden sgrateayuda en la valoracion de las muestras.
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B. Examen de preparaciones coloreadas

Las técnicas de coloracion permiten la observamioriolégica con un mejor contraste que en
el examen en fresco, asi como la observacion decasias celulares. El examen microscopico de
preparaciones tefidas tiene una serie de pasoqesmrevios a la tincion, que son:

Preparacion del frotis:

- La extension del material sobre el portaobjetobas@ de diferentes formas, en funcion de la
procedencia del producto a examinar. Si el prodestbquido, se depositara una pequefia (muy
pequefia) cantidad de material en el centro dedpextendiéndolo con el asa hasta conseguir una
capa fina y homogénea.

- Si la extension debe hacerse a partir de un cudtivanedio soélido, la colonia que vayamos a
estudiar se mezclara con una gotita de agua dkstdatéril colocada en el centro del porta.
Conviene recordar que no es necesario depositagranaantidad de producto, pues se dificultaria
la visualizacién, y que un exceso de agua soloribolye a aumentar el tiempo en secar la
preparacion.

- Por ultimo, si el producto se ha recogido con onartda (exudados) debe extenderse directamente
sobre el portaobjetos, procurando que el algodded&”, en vez de "frotar" el porta; de esta
manera se consigue preservar mejor los elemertidares que pudiesen acompaiiar a las bacterias,
a la vez que se conserva la agrupacion de éstaaserde que la hubiere.

Secado:

- Una vez efectuada la extension del frotis debetheq secar al aire la preparacion.
- Cuando la preparacion esta seca, la superficirated pasa de ser brillante a mate.
- El secado se puede acelerar calentando ligerar@epéete inferior del porta.

Fijado:
- El dltimo paso antes de proceder a la tincion ef§daion de la preparacion al portaobjetos,

mediante la coagulacion rapida de las proteinaplagmaticas. Con esto conseguimos que el
producto adherido al portaobjetos no sea eliminaidea alteradas sus caracteristicas morfologicas
y estructurales en los procedimientos de tinciGstgymres.

- La fijacion puede hacerse por calor suave, pasahdmrta sobre una llama o mediante la
utilizacion de placas calefactoras especiales @.37°

- Tras lafijacion por calor es muy importante espaigue la preparacion se enfrie antes de proceder
a realizar cualquier procedimiento de tincion.

- Si el material que vamos a tefiir puede poseer @mi@dnaterial celular (leucocitos, células
epiteliales, etc.) que conviene visualizar tambgsdrgreferible recurrir al alcohol metilico pajarfi
la preparacion.

- Unavez cubierta de alcohol la preparacién, seatgjar durante un minuto, eliminando después el
exceso y dejando secar a temperatura ambiente.

Coloracién o tincion:

- Latincion consiste en cubrir la preparacion comainarios colorantes de forma secuencial durante
un tiempo determinado

- Laadicion de un colorante a un frotis sin enfpiaede provocar la precipitacion del colorante y la
visualizacion de artefactos que pueden confundienad proceso de observacion al microscopio.

- Traslatincion, la preparacion se lava con aguysando que el chorro no caiga con fuerza sobre
la preparacion y finalmente se seca al aire 0 mégli@bsorcion con papel.
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Tipos de preparaciones coloreadas:

Tinciones simples
- Azul de metileno
- Cristal violeta
- Fucsina
Tinciones dobles, compuestas o diferenciales
- Tincién de Gram
- Tincién de Ziehl-Nielsen
- Tincién de Tam-Thiam-Hok
Tinciones estructurales
- Tincion de capsulas
- Tincion de flagelos
- Tincioén de esporas
- Tincién de corpusculos metacromaticos
Tinciones especiales:
- Tincién negativa
- Tinciones fluorescentes
- Tincién de auramina-rodamina
- Tincién con naranja de acridina

Tinciones simples
Las tinciones simples se utilizan para observandafologia y el agrupamiento bacterianos.
Cualquier colorante es valido para este tipo dadim aunque los mas utilizados habitualmente son:
- Azul de metileno
- Cristal violeta
- Fucsina

El método para realizar una tincion simple es bemcillo:

1) hacer un frotis sobre un porta, secar Yy fijar,

2) cubrir la preparacion con el colorante elegtioante el tiempo especificado,
3) lavar con agua, arrastrando todo el exceso ldeatte,

4) secar al aire o al calor suave,

5) observar al microscopio a 1000x con objetivanadeersion (y aceite)

Las bacterias se veran tefiidas del mismo coloetjcelorante que se utilizo.
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Tinciones diferenciales
Se utilizan para poner de manifiesto diferenciésiesirales entre bacterias

Tincidon de Gram:

Es la coloracion diferencial mas utilizada en Mimodogia, ya que diferencia a las bacterias en
dos grandes grupos: Gram positivas y Gram negategsn retengan o no el cristal violeta utilizado
la tincion.

Practicamente todos los autores estan de acuerdiizar esta tincibn como primer paso en la
identificacién bacteriana. Su importancia residg@auna incorrecta interpretacion puede hacearvari
el nidmero de pruebas subsiguientes destinadas cuafela identificacion, alejandonos
considerablemente del género y especie verdaderos.

El fundamento de esta tincion se basa en la incdgurhc
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Resultados:
Bacterias Gram positivas: se veran de color viaataul intenso.

Bacterias Gram negativas: se observaran de cqtar ro

Observaciones:
El lugol se utiliza como mordiente (no como colaednpara favorecer la retencion del cristal
violeta por parte de las bacterias Gram positivas.

Los cultivos viejos (mas de 24 horas) pueden hageés sensibles a la decoloracion, pudiendo
aparecer como Gram negativas bacterias que namlo so

Tincién de Ziehl Neelsen
Se utiliza para objetivar la presencia de badicigo-alcohol resistentes en una muestra o
preparacion.
El método utiliza un procedimiento similar al déitecion de Gram, es decir: coloracion inicial,
decoloracién y adicidon de un contracolorante oremite de contraste.
Tras la preparacion del frotis, secado y fijagérprocede como sigue:
1. Cubrir la preparaciétotalmente con carbol-fucsina o fucsina fenicada
2. Calentar la preparacion hasta la emision de vapmeyeces, dejando que se enfrie.
3. Lavar y decolorar con alcohol clorhidrico al 3%thapie no suelte mas colorante rojo.
4. Lavary cubrir con azul de metileno durante unasutas.
5. Lavar, secar y observar con objetivo de inmersion.
Las bacterias acido alcohol resistentes quedaddasitie rojo y las que no lo son, de azul.

Tincion de Tan-Thiam-Hok

Esta coloracion permite una tincion mas rapidaatjakiésico procedimiento de Ziehl-Neelsen y
evita la necesidad de calentamiento.

El resultado es el mismo que en la tincion anteabservandose los microorganismos acido
alcohol resistentes de color rojo.
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Tinciones estructurales

Tincidn de esporas

Se realizan para poner de manifiesto las formagglstencia de las bacterias (esporas) y su
localizacion en la célula.

Suelen utilizarse colorantes muy concentradaogidin forzada por calentamiento hasta emision
de vapores.

Uno de los métodos mas utilizados es el métodoide Wdel verde de malaquita, que consiste
en la utilizacion de este colorante en calienteogtgrior utilizacion de fucsina diluida como
contracolorante.

Tras la tincion las esporas, si existen, se obsettieacolor verde, mientras que las formas
vegetativas aparecen de color rojo.

Tincion de flagelos

La observacion de flagelos en preparaciones te@slanuy dificil, debido a que se retraen con
mucha facilidad y se adhieren a la pared celular.

Se deben utilizar cultivos jovenes (de menos déd4s), sembrados en agar semisolido,
empleandose técnicas que engruesan los flagelagamlitar su observacion.

Tras la realizacion de la delicada técnica (exdéengor inclinacion -sin asa-, secado sin calor,
fijacion con vapores de Oxido de osmio) los flageséparecen visibles al microscopio debido al
precipitado de plata formado a su alrededor.

Tincion de capsulas

La capsula es una capa gelatinosa, de espesablearsituada alrededor de la pared celular
bacteriana. Como es dificil tefirlas, se consiguegjores resultados utilizando métodos que,
coloreando el fondo de la preparacion y el micranigmo, hacen resaltar las capsulas sin tefir.

El método mas utilizado es el de Burri o de laatichina, en el que se tifien primero los
microorganismos con fucsina diluida y posteriorrees# cubre la preparacién con tinta china.

Tras el procedimiento de tincién, se observanesaior fondo negro los microorganismos
tefiidos de rojo y la capsula como un halo blaneolgsi rodea.

Tincidn de corpusculos metacromaticos:

Los corpusculos metacromaticos son granulos @evasle fosfato del microorganismo, que al
tefiirlos dan el color complementario al colorant#lizado. Solo aparecen en el género
Corynebacterium

Se utilizan varios métodos para su visualizacigigser, Loeffler y Albert), dependiendo el
resultado final del método utilizado.
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Tinciones especiales

Tincidn negativa:

Es una técnica intermedia entre las tincionesignognte dichas y la observacion en fresco, ya
que carece de las etapas de fijacion y colorac@nutiliza, sobre todo, para estudios de tipo
morfologico.

Tras la tincion con nigrosina, los microorganisraparecen incoloros sobre un fondo negro.

Tincién de auramina -rodamina

Estos dos fluorocromos se fijan selectivamentesselacido micélico de la pared celular de las
micobacterias, por lo que la investigacion de éssasu principal aplicacion.

Tras la tincidn, los microorganismos aparecen cguonatos amarillos o amarillo-verdosos
brillantes sobre fondo negro.

Es una tincion equivalente a la de Ziehl-Neelsangae mucho mas sensible y especifica.

Tincidn de naranja de acridina:
Se basa en la tincidn selectiva y diferencial deiltidos nucleicos por parte del fluorocromo
naranja de acridina. Se utiliza en la investigadé@muestras con escaso numero de microorganismos.
Tras la tincidn, los microorganismos se observanwocolor rojo-anaranjado, mientras que
otras células o restos de tejidos presentes eruéstna aparecen con una fluorescencia amarillo-
verdosa.

C. Estudio de la movilidad bacteriana.

Las bacterias pueden tener la capacidad de desggaana suspensiones liquidas gracias a los
flagelos. La observacion de esta caracteristicdgser muy importante en el proceso de identificaci
bacteriana.

El estudio de la movilidad realizado mediante Isestacion entre porta y cubre de una gota de
caldo de cultivo de varias horas de crecimientadpuaducir a error al confundir el movimiento
bacteriano con el "arrastre" de bacterias queaiupe por las corrientes liquidas que se genesda ha
gue se equilibra el componente liquido entre podabre.

Técnica de la gota pendiente:

La técnica de la gota pendiente consiste en larnabsén de una pequefia cantidad de
suspension de microorganismos en fase de crecimmgepbnencial en medio liquido, pero exenta de
las fluctuaciones provocadas por las corrientesd&s que se generan entre porta y cubre.

Para la realizacion de la técnica de observaciatiante el método de la gota pendiente, se
utilizan unos portas especiales con una o dos eg@aes que permiten colocar un cubreobjetos
invertido del que pende una pequefia gota de l&ssgm bacteriana que vamos a observar.

El tamafo de la gota debe ser lo suficientemergagi® como para evitar su contacto con el
porta y lo suficientemente grande para evitar apaa desecacion durante el tiempo de observacion.

Es importante saber diferenciar el movimiento briewa de particulas en suspension con el
movimiento real producido por los microorganismos.

Las repetidas observaciones practicas de diferemt@sorganismos os permitiran distinguir
perfectamente estos movimientos.

La técnica sera explicada en una clase practiGaogNa perdais!
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