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1 Bacteriología Veterinaria. TRABAJO PRÁCTICO No. 1 PRIMER PERIODO MICROSCOPÍA Y MORFOLOGÍA DE BACTERIAS OBJETIVOS 1. Manipular correctamente cada una de las partes del microscopio compuesto de campo claro. 2. Enfocar correctamente especimenes de hongos y bacterias utilizando objetivos secos y de inmersión, respectivamente. 3. Identificar y diferenciar las distintas morfologías y agrupaciones de bacterias y hongos. I. EL MICROSCOPIO: USO Y CUIDADO Los microorganismos son entidades tan pequeñas que resulta imposible observarlos a simple vista, por lo que debemos hacer uso del microscopio para su observación y estudio. El microscopio compuesto de campo claro, es un instrumento óptico de precisión constituido por una serie de lentes diseñadas y organizadas de forma tal que amplifica la imagen del espécimen que se observa, alcanzando amplificaciones de 1.000 a 2.000 veces (1000X a 2000X) el diámetro real del espécimen. El microscopio de campo claro esta compuesto por una parte óptica, una parte mecánica (de ajuste) y estructuras de soporte para los diversos componentes. La parte óptica incluye las lentes: el ocular, tres objetivos de diferente poder de amplificación, una lupa y un condensador de iluminación. La parte mecánica, de ajuste y de soporte, esta compuesta por: tornillos macrométricos y micrométricos, platina, sub-platina, carro, revólver, brazo o columna y pie o base. El buen funcionamiento del microscopio depende del mantenimiento adecuado y del uso correcto, para ello se deben seguir cuidadosamente las siguientes normas: 1. Para el traslado de un sitio a otro se debe tomar por la columna o brazo con una mano y con la otra soportarlo por su pie o base. 2. No tocar las lentes con los dedos. 3. Limpiar las lentes del microscopio antes y después de usarlo. 4. Limpiar el aceite de inmersión del objetivo, con papel para lentes. 5. Al encender la fuente de luz, asegurarse que ésta se encuentre en la más baja intensidad. Asimismo, se debe bajar la intensidad de luz cuando no se esté usando el microscopio. 6. Antes de apagar la luz y desconectar de la fuente eléctrica, bajar al mínimo la



intensidad



de luz.
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2 7. Al desconectar el enchufe de la fuente de luz, no tirar del cable. 8. Cubrirlo con su cubierta para guardarlo. II. OBSERVACIÓN DE BACTERIAS Preparados coloreados de bacterias. Este ejercicio tiene como finalidad familiarizar al estudiante con el microscopio y lograr que cada estudiante realice el enfoque con objetivo seco y con objetivo de inmersión, siguiendo las instrucciones del profesor. Debe tenerse presente que para la observación de bacterias se utiliza el objetivo de 100X, también denominado objetivo de inmersión, ya que, para un correcto enfoque con este objetivo, la lente debe quedar sumergida en una pequeña gota de aceite de inmersión (aceite de cedro). La observación de BACTERIAS requiere: a) Alta amplificación, por lo que debe usarse el objetivo de inmersión el cual provee un aumento de 100X que al usarse con un ocular de 10X produce un aumento total de 1000X (1000 veces) el diámetro del espécimen. b) Alta intensidad de iluminación, la pérdida de luz entre el espécimen y la lente del objetivo se reduce llenando ese espacio con aceite de inmersión (aceite de cedro), el cual debe tener el mismo índice de refracción de luz que posee el vidrio en el cual se encuentra el espécimen a observar. Además, se debe acercar el condensador de luz hacia la lente objetivo. NOTA: Para una mejor comprensión del uso correcto del microscopio en un laboratorio de microbiología revisar todo lo correspondiente a sus partes y funcionamiento, es recomendable que el estudiante diferencie los siguientes conceptos: 1. Ángulo de apertura de un objetivo es el ángulo limitado por los rayos más periféricos que penetran en el sistema óptico y contribuyen a formar la imagen de un punto cualquiera del objeto. 2. Apertura numérica, es la capacidad del objetivo de utilizar un menor o mayor número de rayos luminosos en la formación de la imagen microscópica. 3. Poder de resolución, (de separación) es la propiedad de una lente para ofrecer imágenes nítidas de dos puntos muy próximos, esto determina los detalles finos que pueden observarse. 4. Distancia focal, la distancia existente entre el foco de una lente y el centro óptico de la misma (consideradas en conjunto como una lente simple). 5. Distancia frontal o Distancia libre del objeto, es distancia que existe entre la lente frontal del objetivo y el preparado enfocado. Esta distancia, como la distancia focal, es tanto más corta cuanto
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3 mayor es el aumento propio del objetivo. Así, por ejemplo, es de 7,5 mm para un objetivo 10X; 1,6 mm para uno de 20X; de 0,55 mm para uno de 40X y de solo 0,10 mm, para uno de 100X (objetivos de inmersión). Debido a que en microbiología el objetivo de inmersión es de uso preferencial, esta última distancia debe ser tomada en cuenta con el propósito de obtener un enfoque correcto. III.



OBSERVACIÓN



DE



DIFERENTES



MORFOLOGÍAS



Y



AGRUPACIONES



BACTERIANAS. Dibujar lo observado. 1. Cocos aislados



7. Bacilos aislados Gram positivos (bacilos de color morado)



2. Diplococos



8. Bacilos agrupados en forma de “V”, “L” o empalizada (///)



3. Tétradas



9. Mezcla de bacterias teñidas con el método de Gram



4. Cocos en cadena



10. Capsula



5. Cocos en racimo



11. Espora



6. Bacilos aislados Gram negativos (bacilos de color rosado) SEGUNDO PERIODO IV. TINCIONES DE USO RUTINARIO EN MICROBIOLOGÍA. OBJETIVOS 1. Preparar frotis bacterianos. 2. Describir la morfología y agrupación de las bacterias. 3. Realizar algunos métodos de tinción empleados para el estudio de las bacterias. 1. USO DEL ASA Y LA AGUJA DE INOCULAR. El asa y la aguja de inocular son instrumentos con los cuales se realiza el transporte y siembra de cantidades suficientes de una muestra que permite la obtención de un crecimiento bacteriano adecuado, para su estudio y análisis. Asimismo, el asa es utilizada para transportar la muestra cuando se desea realizar el examen microscópico de las bacterias (preparación de frotis). Tanto el asa como la aguja, consisten en un alambre de metal calibre 24 – 26 y de aproximadamente 5cm de largo, insertado por uno de sus extremos a un mango de Kolle. El mango de Kolle no es más que una varilla de aluminio forrado en un material aislante de calor, llamado ebonita, que permite su cómodo manejo. El asa de inocular termina en forma de anillo cerrado (2 a 3 mm de diámetro) y la aguja de inocular termina en forma de punta.
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4 El asa y la aguja se esterilizan colocándolos en la zona de oxidación de la llama del mechero de Bunsen (zona de color azul de la llama) hasta que el alambre se torne de color rojo, este procedimiento de denomina FLAMEAR; una vez flameadas el asa o la aguja se deben dejar enfriar antes de ser utilizadas. “ES REGLA OBLIGATORIA DE RUTINA FLAMEAR EL ASA Y LA AGUJA ANTES Y DESPUÉS DE CADA USO”. 2. OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA DE BACTERIAS TEÑIDAS Las características morfológicas de las bacterias se pueden estudiar utilizando microorganismos vivos o muertos (fijados). El estudio microscópico de células vivas es limitado, ya que en general sólo se detectan las configuraciones de contorno cuando se usa el microscopio de campo claro. En cambio, las preparaciones teñidas de bacterias fijadas permiten: 1) efectuar un examen más detallado de las células 2) observar componentes internos 3) lograr una diferenciación de los grupos microbianos mediante el uso de coloraciones diferenciales. En general, esto se debe a que la tinción de las células bacterianas ofrece un mayor contraste, lo que trae como consecuencia una mejor definición de forma, tamaño, agrupación, estructuras, etc.; además, no todas las bacterias reaccionan de la misma manera a las soluciones colorantes y decolorantes que se utilizan. Para realizar cualquier proceso de coloración se debe preparar un "frotis" o extendido del material que contiene los microorganismos sobre una lámina portaobjeto. Para ello es necesario dispersar una pequeña cantidad de material sobre la superficie de un portaobjetos limpio hasta formar una capa delgada, la cual se seca al aire y se fija generalmente por el calor. 2.1. PREPARACIÓN DEL FROTIS a) Limpiar, desgrasar y flamear el portaobjetos. El flameado del portaobjetos o lámina se realiza pasando ésta rápidamente, 3 ó 4 veces por la llama del mechero de Bunsen. b) Para material proveniente de cultivos en medio sólido, con el asa estéril (flameada) coloque una gota de agua en el centro del portaobjeto. Esterilice de nuevo el asa, déjela enfriar y transfiera una pequeña porción del crecimiento en medio sólido a la gota de agua, suspender, emulsionar y extenderla
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5 en capa delgada y uniforme en un área aproximada de 1 cm de diámetro, sin llegar a los bordes de la lámina portaobjetos. Esterilizar el asa de nuevo y colocarla en su sitio. c) Para material proveniente de cultivos en medio líquido, con el asa estéril y fría, transfiera una gota del cultivo al centro del portaobjetos, sin extender para lograr que la gota de la muestra quede en un área pequeña y no se disperse; de esta manera se logra concentrar el espécimen y se facilita su observación. En caso de cultivos líquidos con poca turbidez, puede resultar ventajoso colocar 2 o más gotas sobre la misma área del portaobjetos, teniendo cuidado de re-esterilizar el asa y enfriarla entre cada transferencia de material. d) Dejar secar el extendido (frotis) al aire. e) Fijar el extendido por el calor pasando el portaobjetos rápidamente unas 5 o 6 veces por la parte superior de la llama del mechero. 2.2. TIPOS DE COLORACIONES o TINCIONES Las sustancias químicas que se emplean comúnmente para teñir las bacterias se conocen con el nombre de colorantes, los cuales puede ser de tipo ácido o básico. Las bacterias por su alto contenido en ácido nucleico presentan un carácter primordialmente ácido, por lo tanto tienen gran afinidad por los colorantes básicos como cristal violeta, azul de metileno y safranina, todos derivados de la anilina. Los colorantes ácidos como por ejemplo la fucsina ácida y la eosina tiñen los componentes citoplasmáticos celulares que poseen naturaleza alcalina. A. Coloración Simple: es aquella coloración en la que se emplea una solución colorante dejándola actuar en un tiempo dado. Ej.: Coloración con azul de metileno. Con este tipo de coloración puede identificarse la forma, el tamaño y la agrupación de las bacterias. B. Coloración Compuesta: es la coloración para la cual se emplean varios colorantes a diferentes tiempos de acción y además pueden incluir el uso de soluciones decolorantes. Ej. Coloración de Gram, Ziehl-Neelsen y algunas tinciones para estructuras. C. Coloración Diferencial: es aquella coloración en la que se emplean varios colorantes en diferentes tiempos, que permite



establecer diferencias entre las bacterias de acuerdo a su



comportamiento frente a las distintas soluciones colorantes empleadas. Ej.: Coloración de Gram, que permite diferenciar entre bacterias Gram positivas y Gram negativas; y coloración de Ziehl-Neelsen, que permite diferenciar entre bacterias acido-alcohol resistentes y no acido-alcohol resistentes. D. Coloración Negativa: en este caso particular no se tiñe la bacteria sino el fondo del preparado. De esta manera la bacteria permanece refringente y el contraste se obtiene por tinción de las áreas adyacentes a las bacterias o fondo del preparado. Ej.: Tinta China.
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6 E. Coloración de Estructuras, son coloraciones especiales que permiten la tinción de estructuras bacterianas como cápsula, espora, flagelos, gránulos metacromáticos, etc., los cuales no se pueden teñir con los procedimientos rutinarios de tinción. 2.3. PROCEDIMIENTOS A. COLORACIONES COMPUESTAS Y DIFERENCIALES Entre las principales características que se toman en consideración para la clasificación de las bacterias se encuentran la morfología (forma, tamaño y agrupación) y la manera en que reaccionan ante los procedimientos de tinción. Existen dos coloraciones de rutina, GRAM y ZIEHL-NEELSEN, que permiten clasificar a las bacterias en grupos dependiendo de su comportamiento ante las distintas soluciones colorantes empleadas. Las coloraciones diferenciales son coloraciones compuestas, dado que emplean varios colorantes a diferentes tiempos de acción y además se utilizan soluciones decolorantes. A.1. MÉTODO DE COLORACIÓN DE GRAM Esta coloración es quizás la coloración diferencial más importante usada en bacteriología ya que, permite clasificar las bacterias en dos grandes grupos, bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas. La diferenciación de Gram se basa en el color que adquieren las bacterias cuando se tratan inicialmente con el colorante cristal violeta seguido por una solución mordiente o fijadora yodoyodurada de potasio (Lugol). Ciertas bacterias pierden rápidamente la coloración violeta (adquirida por absorción del primer colorante) cuando a continuación se tratan con una solución decolorante (Alcohol-cetona), en tanto que otras pierden esta tinción con más lentitud. Después de la decoloración se aplica una solución colorante de contraste (contra-colorante), que generalmente es safranina (de color rosado intenso). Las bacterias resistentes a la decoloración conservan un color morado y no toman la coloración de contraste, clasificándose estos organismos como Gram positivos. Las bacterias que no pueden retener la coloración con cristal violeta, es decir que se decoloran cuando se aplica el alcohol-cetona, toman la coloración de contraste y por lo tanto presentan un coloración rosa o roja, a estos organismos se les denomina Gram negativos. Este procedimiento aunque es muy sencillo, debe realizarse con mucho cuidado, sobretodo durante el momento de la decoloración por ser la etapa más crítica del procedimiento. Muchas teorías se han dado para explicar la diferenciación de las bacterias mediante esta coloración. La más reciente se basa en las diferencias de permeabilidad al disolvente decolorante relacionada con la estructura y grosor de la pared celular de ambos grupos de bacterias. Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular de mayor grosor que las bacterias Gram negativas.
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7 Finalmente hay un grupo de bacterias, que no se tiñen con Gram o lo hacen con deficiencia son llamadas “bacterias no reactivas”, entre éstas se encuentran el género Mycobacterium, varias espiroquetas y rickettsias. MATERIAL a) Cultivo de S. aureus de 24 h. en agar nutritivo. b) Cultivo de E. coli de 24 h. en caldo nutritivo. c) Solución de Violeta de Genciana. d) Solución de Lugol (Sol. yodada de Gram). e) Alcohol-cetona. f) Solución de Safranina o Fucsina de Gram. g) Portaobjetos limpios. PROCEDIMIENTO 1. Preparar un frotis de S. aureus y otro de E. coli. Secarlos al aire y fijarlos con calor. Tal como se indica en el punto 2.1, de este trabajo práctico. Colocarlos sobre el soporte de tinción. 2. Cubrir los frotis con Violeta de Genciana durante 1 minuto. 3. Verter el colorante, lavar con agua destilada y cubrir con la solución de Lugol y dejarla actuar durante 1 minuto. 4. Lavar suavemente con agua destilada. 5. Decolorar con alcohol-cetona, lavar suavemente la superficie del frotis dejando escurrir la solución decolorante hasta lograr el desprendimiento del primer colorante aplicado al frotis. Se debe tener la precaución de no decolorar en exceso. 6. Lavar suavemente con agua destilada. 7. Cubrir el frotis con la solución de Safranina o Fucsina de Gram durante 30 segundos. 8. Lavar con agua destilada, escurrir y dejar secar completamente al aire o presionando suavemente con un papel absorbente. 9. Observar cada frotis al microscopio utilizando el objetivo de inmersión y aceite de cedro. Las bacterias Gram positivas se observarán de color morado y las Gran negativas de color fucsia. 10. Dibujar la morfología de cada espécimen y colorear. A. 2. MÉTODO DE COLORACIÓN DE ZIEHL-NEELSEN Algunas bacterias tienen una alta concentración de lipoides, grasas o ceras en la pared celular y a consecuencia de ello no son teñidas satisfactoriamente por los procedimientos usuales de coloración.
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8 Estos microorganismos, Micobacterias, tienen la propiedad de teñirse al ser tratados con una solución de carbol-fucsina en caliente, permitiendo así el paso de la solución colorante a través de las paredes celulares que son semejantes a la cera; luego de teñidas estas bacterias retienen el colorante y soportan sin decolorarse el tratamiento con soluciones de alcohol y ácido, por lo que son llamados "ácidoalcohol resistentes".



Esta propiedad de ácido-alcohol resistencia se debe a la presencia de un



componente lipídico, el ácido micólico, único de la pared celular de las micobacterias. El ácido micólico se encuentra covalentemente unido al peptidoglicano de la pared celular de la micobacterias, este complejo ácido micólico/peptidoglicano le confiere a la superficie celular una consistencia cerosa hidrofóbica. El colorante primario es fucsina básica en fenol al 5% (fucsina fenicada o carbol-fucsina), el colorante de contraste es el azul de metileno y la solución decolorante es alcohol-clorhídrico. La función del fenol es facilitar la penetración de la fucsina a través de los lípidos que se encuentran en la pared celular de las micobacterias; además, el grupo carboxílico del ácido micólico reacciona con la fucsina, provocando la penetración de ésta a la célula. MATERIAL a) Frotis de Mycobacterium sp. b) Carbol-fucsina de Ziehl-Neelsen (Fucsina fenicada) c) Alcohol-clorhídrico. d) Azul de Metileno e) Portaobjetos limpios PROCEDIMIENTO 1. Fijar los frotis al calor y colocarlos sobre el soporte de tinción. 2. Cubrir los frotis con carbol-fucsina 3. Calentar las preparaciones con suavidad, haciendo pasar la llama del mechero de Bunsen por debajo de los portaobjetos, hasta que se observe un leve desprendimiento de vapores blancos. 4. Mantener el calentamiento (pasando la llama del mechero alternadamente) y la emisión de vapor durante 5 minutos. Se debe agregar más colorante si éste se evapora muy rápido. No se debe dejar secar el frotis. No dejar hervir el colorante. 5. Dejar enfriar los portaobjetos en el mismo soporte de tinción, luego lavar con agua destilada. 6. Decolorar con alcohol-clorhídrico, lavar suavemente la superficie del frotis dejando escurrir la solución decolorante hasta lograr el total desprendimiento del primer colorante aplicado al frotis. 7. Lavar con agua destilada. 8. Cubrir los frotis con solución de azul de metileno durante 3 a 5 minutos.
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9 9. Lavar con agua destilada. Dejar secar al aire completamente y observar el frotis al microscopio con el objetivo de inmersión en aceite. Las bacterias ácido-alcohol resistentes se observarán de color rojo y las bacterias no ácido alcohol-resistentes y el fondo se observarán de color azul. 10. Dibujar lo observado. B. COLORACIONES PARA ESTRUCTURAS: Estas coloraciones no se realizarán en la práctica. Se observarán frotis teñidos con antelación en los que se podrán observar la presencia de algunas estructuras bacterianas como, esporas, cápsulas, flagelos y gránulos metacromáticos utilizando coloraciones especiales y específicas en cada caso. 1. Tinción de esporas por el método de Schaeffer-Fulton: con esta tinción las esporas se observan de color verde y los bacilos o restos de éstos se observan de color rojo. Las soluciones colorantes utilizadas son verde de malaquita y fucsina. 2. Tinción de cápsula por el método de Hiss: con este método de tinción la cápsula que envuelve a la célula bacteriana se observa de color blanco y tanto la célula bacteriana como el fondo del frotis se observan de color rojo o rosado. 3. Tinción de gránulos metacromáticos utilizando azul de metileno: la presencia de gránulos metacromáticos (gránulos de almacenamiento) se evidencian con esta tinción al observarse en el interior de la célula bacteriana pequeños puntos de color azul intenso, dando el aspecto de cortas cadenas de cocos en algunos casos. 4. Dibujar lo observado.
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