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Resumen:La observacion de bacterias con microscopia Optica, en un laboratorio de
Microbiologia, puede realizarse pordiferentes procedimientos como son la
20aSNUIFOAsy RANBOGIF RS YratdinRti@ ¢l tolbraniey 2 a
mediante tincién positiva y negativa, procesos dirigidos a incrementar el contraste y
por consiguientea optimizarel resultado. Se describen aqui los métodos y las técnicas
mas habituales para la observacion de muestras comostopia épticaasi como
procedimientos de observacion con microscopia de fluorescencia y confocal con
diferentes tipos de fluorocromos y sondas moleculares

Palabras claveMicroscopia de campo claro y fluorescendidicroscopiaconfocal
Tinciones Frotis. Hjacion Golorantes Huorocromos Sondasnoleculares.

INTRODUCCION

Los microorganismos, concretamente las bacterias, pueden observarse
directamente al microscopio de campo claro. Sin embadgbido al bajo contraste
entre las células y su entow, estos procedimientos se utilizan en ocasiones muy
limitadas, como por ejemplo para la observacion de la movilidad bacteriana. Los
microscopia de contraste de fasednterferencia diferencia(DIC da microscopia de
Nomarsk) y campo oscuropermiten aimentar el contraste, empéndose para la
observacion de vainas, filamento®uras estructuras bacterianas.

La tincion es un método sencillo para incrementar el contraste entre la célula y
su entorno y por lo tanto contribuye a mejorar la imagen obseavdds técnicas de
tincion con diversosolorantesfacilitan la observacion al aum&r notablemente el
contraste.

En Microbiologia todas las tinciones se realizan a partir de suspensiones de

microorganismos extendidas en un portaobjeté®tfs), secaday fijadas. Ldijacion,
procedimiento que permite preservar estructuras celulares, se puede llevar a cabo con

15


mailto:covi@bio.ucm.es
mailto:anamarti@bio.ucm.es
mailto:siloniz@bio.ucm.es
mailto:suserra@bio.ucm.es

ReducdBiologia). Serie Microbiolog®(5): 15-38, 2010
ISSN: 1988620

diferentes tratamientosfijacion por calomo fijacion quimicala fijacion por caloes la

mas utilizadgpara la observacion de bacterias. Egtecedimiento consiste en pasar el
portaobjetos,con la suspension bacteriana extendida y seca, a través de una llama de
un mechero. La fijacion por calor preserva la morfologia externa de los
microorganismos pero no las estructuras internas. La fijacidimiga con agentes
como etanol, folmaldehido y &cido acético entre otros muchos, se utiliza para
presavar las estructuras celulares.

Se pueden utilizar @b tipos de procedimientoda tincion positivaes la mas
frecuente en ella un colorante se une aiertas estructuras mictmanas. ©dos los
colorantes utilizados en microbiologia tienen en comudn la presencia de grupos
cromoforos grupos con dobles enlaces conjugados que son los responsables del color
mediante la union a estructuras celulares por enlaéegos, covalentes o hidréfobos,
los que establecen enlacé&mnicos son los @ frecuentes. Entre los colorantes que se
unen por enlaces covalentes destacaezctivo de Schiffutilizado para la tincion de
DNA, donde el colante se une a la desexbosa.

Por otra partegenlatincion negativase utilizan compuestos que penetran en
las células sino que impregm&l medio circundante. Los microorganismos aparecen
refringentes sobre un fondo negro.

h. {9wx!/ Ljb aLb xzLzxh¢
Método dela gota pendiente
Este procedimiento es la forma mas sencilla de observacion de organismos

vivos, nos proporciona informacion sobre la morfologia, tamafio, comoyilidad de
las bacterias. Sin embargo, debido a la falta de contraste con el entorno es una
practica que seitiliza Gnicamente para la observacion del movimiento
Material necesario

Cultivos bacterianode Escherichia coyi Pseudomonasp.en medios de cultivo
liquido (caldo triptona soja), vaso lavador, portaobjetos excavado, cubreobpetas,
de siembra, peta Pasteur, aceite de inmersion.

Procedimiento

1 Tomar una gota de un cultivo liquido reciente (24 horas) usandesande
siembra o mapipeta Pasteur estéril.

9 Colocar en el centro de un cubreobjetos y afadir cuatro pequefias gotas de
aceite en los cuatro extremos
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1 Colaar el portaobjetos excavado sobre el cubreobjetos, cuidando que la gota
guede situada en el centro de la depresion

91 Darlavuelta alportaobjetos(Fig.1)

1 Colocar una gota de aceite de inmersiénbgervar con objetivo de inmersién
(10%).

~ Y

0

Figura 1. Representacion del montaje para la observacién de bacterias por la técnicdadgota
pendiente.

Esta técnica permite observar el desplazamiento rapido y rectilineo o dando giros
y volteretas en aquellas bacterias que tienen flageMslgo complementarig. Las
bacterias inmoviles presentan un movimiento vibratorio denominadovimiento
browniano, debido al choquele las moléculagn una solucion liquida.

Método de observacion directa en contraste de fases o interferencia diferencial

En este caso la suspension de microorganismos se observa con un microscopio
de contraste de fases o interfameia diferencial (DIC) que permiteh aumento del
contraste. El microscopio de contraste de fases utiliza un condensador con un
diafragma anular opaco con un anillo transparente que provocan variacion de la
longitud de onda dependientes de la densidad ynelice de refraccion de la muestra,
se observan las células mas brillantes sobre un fondo oscuro. ElI microscopio de
interferencia diferencial permite la observacién tridimensional de la muestra por la
incorporacion de prismas que generan haces de luarjzelda que se cruzan,
incrementando las diferencias entre los componentes celulpogdo que es muy util
para la observacion de esporas, inclusiones, filamentos septados o vainas entre otros

(Figs. 2y 3).
Material necesario

Cultivos bacterianos en md@ liquido, portaobjetos y cubreobjetos, pipetas
Pasteur aceite de inmersion.

Procedimiento
Se deposita una gota de lauestrasobre uncubreobjetosy se coloca encima

un portaobjetosexcavado La preparacion se observa directamente al microscdpio
contrastede fases ae DIC.
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Figura 2. Observacion deZooglea ramigeray bacterias filamentosas. Microscopia de Interferencia
diferencial (100x).

Fgura 3. Observacion deAnabaenasp., cianobacteria filamentosaMicroscopiade contaste de fases
(100x).

TINCIONES
Tincion negativa

No se trata de una tincién propiamente dicha ya que no se utilizan colorantes
con cromoforosni selleva a cabaiinguna reaccion entre estructuras celulares y los
colorantes. En este caso el frotistsgce con una gota de una solucién rigrosinao
tinta china, ambos son productos particulados, insolubles, que formaran una pelicula
opaca a la luz. En este tipo de tincion se prescinde de la fijacion por calor, se deja secar
la preparacion y se observdas microorganismos brillantes sobre un fondo oscuro

(Fig.4).
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Figura 4. Tincion negativa d®acillus cereusMicroscopia Optica de campo clad00x)

Tincioén simple

La mayoria de los colorantes utilizados en las tinciones positivas son colorantes
derivados de laanilinas sales organicas intensamente pigmedda que proceden del
alquitran.

Se denominancolorantes basicosi el cromoforo (porcion coloreada) de la
molécula estacargadapositivamente, por ejemplocristal violeta(Fig.5) y azul de
metileno son colorantes basicos. Otros colorantes de esta categoria utilizados con
frecuencia en bacteriologia sasafranina fuchina basicay verde malaquita Bajo
condiciones normales de crecimiento, la mayor parte de los procariotas tienen un pH
interno proximo a la neutralidad (pH 7.0) y una superficie celutargada
negativamente, asi los colorantes basicos son los mas efidaoksantes acidoscon
rojo Congo rosa de bengalaeosinay fuchina acidatiene un croméforocargado
negativamente y son uilados para tefir positivamente ciertos componentes como

las proteinas.
[(Cﬂ)ZNQ@ ,C {>: N (CH), CL

Figurab. Estructura quimica del cristal violeta
Material necesario
Cultivos bacterianogle Staphylococcusaureusy Micrococcus luteusfrasco

lavador, cristalizadoisoportey colorantes (safranina y cristal violeta), asa de siembra
aceite de inmersion
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Procedimiento

1 Poner sobre un portaobjetos una gota de agua y una pequefia alideoten
cultivo bacteriano con el asa de siembra estéril

1 Hacer el frotis, formando una pelicula homogénea sobre el portaobjetos con el
asa de siembra. Dejar secar

1 Fijar la preparacion, pasando a través de la llama del mechero el portaabjetos

9 Cubrir conuna pelicula de colorante (cristal violeta o safranina) durante 1
minuto.

1 Lavar el exceso de colorante con agua
1 Dejar secar al aire
1 Anfadir una gota de aceite de inmersion
1 Observar con objetivo de inmersion (100 x)
La tincion simple nos proporcianexclusivamente informacion acerca de la

forma, tamafio y tipo de agrupacién de los microorganismos. Sin embargo tiene la
ventaja de seun método muy sencillg rapid (Fig6ay b.

Figura 6 a. Tincidn simple con cristal violeta dStaphylococcus aeus. Microscopio 6ptico de campo
claro (100x).
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Figura 6 b. Tincion simple con safraninde Micrococcus luteusMicroscopio éptico de campo claro
(100x)

TINCION DIFERENCIAL

Las tinciones diferenciales se utilizan ampliamentereorobiologia;conssten

en la aplicacion de dos colorantes que contrastan en su intensidad o color y un paso
intermedio que provoca una respuesta diferente entre microorganismos distintos o
entre determinadas células dentro de una poblacién. La diferenciacion puede ser
provocada por un agente quimico o fisico, permitiendo observar dos tipos de
respuestas diferentes a la tincibn en una misma muestra. Las dos tinciones
diferenciales mas utilizadas en bacteriologia son la tincibn de gram y la tincién de
acidoalcohol resistencia

Tincién de Gram

Esta tincion diferencial fué propuesta por el meditamésChristian Gran1884)
(TORTORAL al., 2007 que examinando tejido pulmonar de enfermos fallecidos por
neumonia observd que la bacterigStreptococcus pneumoniagresente en los
pulmones, retenia el colorante conocido commarron Bismark (sustituido
posteriormente por el cristal violetaientras que el tejido pulmonar no ecapaz de
retener el colorante.

Es la tincion diferencial mas utilizada de forma rutinaria y practicéeném

primera prueba a la que se someten las muestras de cualquier origen antes de su
estudio. Proporciona una informacion esencial, ademas de sobre la feamafio y
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agrupacioncelular, como es el tipo y composicion de la pared que presentan las
bacteriss. La tinciorde Gram divide a las bacteri@sn pareddel DominioBacteriaen

dos grandes grupos: bacterias con pared de gpm positivay bacterias con pared de
tipo gram negativa

Material necesario

Cultivos de bacterias gram positiv8scillus ceeusy gram negativa€scherichia

coli,frasco lavador, cristalizador, soporte, portaobjetos, asa de siembra, cristahyiole
safranina, lugol glcohol, aceite de inmersion.

Procedimiento

T

Poner sobre un portaobjetos una gota de agua y una pequefiaotdicde un
cultivo bacteriano con el asa de siembra estéril

Hacer el frotis, formando una pelicula homogénea sobre el portaobjetos con el
asa de siembra. Dejar secar

Fijar la preparacion, pasando a través de la llama del mechero el portaabjetos
Cubri con unas gotas de cristal violeta durante 1 minuto.

Lavar el exceso de colorante con agua

Afadir el mordiente lugol, solucion de yoeamuro potasico, durante 1 minuto
Lavar el exceso de mordiente con agua

Lavar la preparacién con alcohol formanda angulo con la preparacion,
durante 30 segundos (el tiempo de decoloracién es clave para un resultado
correcto)

Lavar inmediatamente con abundante agua

Cubrir con el colorante de contraste, safranina durante 1 minuto

Lavar el exceso de colorantercagua

Dejar secar al aire

Afadir una gota de aceite de inmersion

Observar con objetivo de inmersion (100 x)

La diferente estructura y organizacion de la pared celular en estos dos tipos de
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organismos hace que ambos grupos respondan de manermtdisasi mientras las
bacteriasgram positivagnantienen y conservan el complejo cristal violeido, las
bacteriasgram negativasse decoloran rapidamente con la aplicacion del alcohol,
admitiendo el colorante de contraste que proporciona un color enbsa y rojo que
contrasta con el intenso color violeta (&ig@y 8).

Procedimiento Gram + Gram Observacion

Las bacterias gram positivas

Paso 1. Colorante fundamental - - gran negativas se tifien dq

cristal violeta durante 1 minuto violeta.

Las bacterias gram positivas
Paso 2. Mordiente, solucién dt - - gran negativas se tifien dq
yodo y ioduro potéasico, 1 violeta.

minuto.

Las bacterias gram positiva
mantienen el color violeta, las

Paso 3. DeCOIOraCién, lavad - © gram negativas pierden e
con etanol,30 segundos

colorante.

Las bacterias gram negativas ¢
Paso 4. Colorante de contraste tiien de rojol las gram positivag

safranina 1 minuto - O mantienen su color violeta

Figura 7. Representacia esquematica del procedimiento de la tincidte Gram

Figura 8 a. Tinciénde Gram deBacillus cereugbacilos gram positivos). Microscopia de campo claro
(100x)
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Figura 8 b. Tincibnde Gram deEscherichia coljbacilos gram negativos). Microscaptde campo claro
(100x)

Se han propuesto diferentes explicaciones para justificar la respuesta de los
microorganismos a esta tincién, parece que la diferencia se tietiie a la estructura
fisicacomo ala composicidon de la pared celular, en bacteriesgpositivas la gruesa
capade péptidoglucanocon abundantes entrecruzamientos parece contribaida
retencidn del colorante fundamental, cristal violerajentras que en bacterias gram
negativas la delgada capa de peptidoglucano junto con la abundantipidies en la
membrana externa de la pared celular incremantéa porosidad y por ello,
contribuyen a la pérdida del colorante fundamental después de la decoloraciéon con
alcohol.

Tincionde acido-alcohol resistencia

Se trata de un procedimiento de tincidiferencial, conocido commétodo de
ZiehiNeelsen que tiene gran relevancia por su aplicacion clinRarmite poder
distinguir aquellos microorganismos cuya coloracion resiste la accion de alcoholes y
acidos suaves (acieldcohol resistentes) de otrague no resisten la decoloracion (no
acidoalcohol resistentes).

Dentro de las bacterias acido alcohol resistentes encontramos dos importantes
patogenos: Mycobacterium tuberculosiy Mycobacterium lepragemicroorganismos
responsables de la tuberculosisaylepra respectivamente. Estas bacterias pertenecen
al PhyllumActinobacteria un grupo grande y complejo de bacterias gram positivas,
que incluye da FamiliaMycobacteriaceaearacterizala por conteneren sus paredes
celularesun alto contenido lifdico, ceras con una gran diversiddd acidos micalicos,
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moléculas de 60 a 90 atomos de carbono. La presencia de estos lipidts cara
externa de la pared, hacen que estas bacterias sean muy resistentes a la accién de
compuestos quimicos presentes en sucgno, caracteristica que se utiliza para aislar
estos microorganismos: uno de los medios mas frecuentes bseslensteirlensen

con verde malaquita que permite el crecimiento selectivo de estos microorganismos.

Material necesario

Cultivos de micobactes: Mycobacterium phlei, vaso lavador, cristalizador,

soporte, portaobjetos, hisopo de lana de vidrio, asa de siembra, fuchina fenicada, azul
de metileno, acido nitrical 33% yalcohol de 96 2aceite de inmersion.

Procedimiento

T

Poner sobre un portaobjos una gota de agua y una pequefa porcion de un
cultivo bacteriano con el asa de siembra estéril

Hacer el frotis, formando una pelicula homogénea sobre el portaobjetos con el
asa de siembra. Dejar secar

Fijar la preparacion, pasando a través dedm# del mechero el portaobjetos
Cubrir con unas gotas de fuchina fenicada y aplicar calor con un hisopo de lana
de vidrio, mantener 5 minutos desde el comienzo de la emisién de vapores (Fig.
9).

Lavar el exceso de colorante con agua

Afadir unas gotade acido nitrico al 33% durante-30 segundos

Lavar el exceso de colorante con agua

Lavar la preparacion con alcohol de 96° durante 30 segundos

Lavar con abundante agua

Cubrir con el colorante de contraste, azul de metileno durante 1 minuto

Lava el exceso de colorante con agua

Dejar secar al aire

Afnadir una gota de aceite de inmersion

Observar con objetivo de inmersion (100 x)
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Figura 9. Aplicacién de calor a la preparacion con un hisopo de lana de vidrio.

Estas bacterias son resistes al tratamiento con alcoholes y &cidos suaves
conservando el colorante fundamental, mientras que organismos gue no posean esta
caracteristica son rapidamente decolorados y pueden tefiirse con el colorante de

contraste en este caso azul de metileno $Fl@y 11).

Procedimiento

AAR no AAR

Observacion

Paso 1. Colorante fundamental
fuchina fenicada y calor 5
minutos

Paso 2. Decoloracion, alcohol y,
acido

Paso 3. Colorante de contraste
azul de metileno, 1 minuto

O O
O T

Todas las bacterias se tifien co
este colorante de color rosa
intenso

Las bacterias AAR mantiene sy
color rosa intenso y las no AAR
son decoloradas

Las bacterias no AAR se tifien
de azul, las AAR mantienen su
color rosa intenso

Fig.10. Procedimiento de la tincion acidalcohol resistemia.
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Figura 11. Tincion deacido-alcohol resistencia (ZiekNeelsen) deMycobacterium phlei Las flechas
sefialanestos bacilos acidalcohol resistentes tefiidos dejo. Microscopia de campo clar(100x).

TINCIONES ESTRUCTURALES

Son tinciones para la observacién al microscopio Optico de determinadas
estructuras de los microorganismos, estas tinciones incluyen la visualizacion de
capsulas endosporasflagelosetc. Describiremos las mas frecuesten un laboratorio
de microbiologia.

Tincion de capsulas

La capsulaes una estructura queodea externamente la pared de algunos
microorganismey constituye una barrera fisica que protege a la célula del ambiente
externo, proporcionando numerosas vajds a los microorganismos que son capaces
de sintetizarla, por ejemplo, en las bacterias patdégenas la capsula permite la adhesion
al hospedador o protege de la fagocitoss, otros casosncrementa las posibilidades
de sobrevivir en condiciones de deseidm en bacterias que colonizan ambientes
naturales, o bien previenen el ataque de algunos virusn otras ocasioneson
importantes factores de virulencia en algunas especies clinicamente relevantes como
es el caso d&treptococcus pneumonigetambién ppporcionan importantes ventajas
al facilitar la adhesiéon a superficies solidas. El procedimiento para la realizacion de la
tincion de capsulas es el mismo que se ha explicado para la tinciéon negativa. Las
capsulas aparecen rodedo a las células como estturas sin tefiir sobre un fondo
oscuro(Fig. 12)
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Figura 12. Tincidon de cépsulas dézotobacter vinelandii.Las flechas indican estas estructuras.
Microscopia de campo claro (100x).

Tincién de esporas

Esta tincidon permite poner de manifiestodadosporabacteriana, una forma de
resistencia producida por algunos géneros de bacterias gram positivas. Las endosporas
aseguran la supervivencia de estas bacteeas condiciones desfavorables (altas
temperaturas, desecacion, radiaciones ultravioletas, gamynagentes quimicos),
durante largos periodos de tiempo.

Se conocen como endosporas bacterianas porque se originan en el interior de los
microorganismos. Varios géneros son capaces de producir estas estructuras:
Clostridium, Bacillus, Sporosarcinentre otros. La morfologia y disposicion de la
endospora en el interior del microorganismos tiene valor taxonémico (RB)g.ld
mayoria presentan una disposicion central o subterminal. En el castiadéridium
tetani, agente responsable del tétanpsoduce ura espora terminal mas grande que
el diametro de la bacteria (espora deformante) dando lugar a una espora que se
reconocefas f YSY (S O2y20RRIGIOZF2NB @I f Af f 2

La endospora, debido a las caracteristicas de sus envueltas no se tifie con
procedimients habituales. El método mas empleado es eBdbaeffer Fultomonde
la suspension de microorganismos se tifie en caliente con el colorante verde
malaquita, un colorante soluble en agua por cuya razén no se utiliza habitualmente en
tinciones convencionale&l calor modifica la permeabilidad de la endospora y permite
la entrada del colorante a través de las capas externas de la endospora. A
continuacion, el lavado con abundante agua produce la decoloracién de las formas
vegetativas asi como de los extremas lds bacterias esporuladas, que se tifien por
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altimo con un colorante de contraste, la safranina (Fig. 14, 15).

Disposicion de
la endospora

Subterminal @

Deformante ®

Figura B. Disposicion de la endospora bacteriana

Material necesario

Cultivos deBacillus subtilisvaso lavador, cristalizador, soporte, portaobjetos, asa

de siembra, verde malaquita y safranina, hisopo de lana de vidrio, alcohol de 96
aceite de inmersion.

Procedimiento

T

Poner sobre un portaobjetos una gota dgua y una pequefia porcion de un
cultivo bacteriano con el asa de siembra estéril

Hacer el frotis, formando una pelicula homogénea sobre el portaobjetos con el
asa de siembra. Dejar secar

Fijar la preparacion, pasando a través de la llama del me@igrortaobjetos
Cubrir con unas gotas de verde malaquita y aplicar calor cdrisepo de lana
de vidrig mantener 5 minutos desde elmeenzo de la emision de vapores (Fig.
9).

Lavar el exceso de colorante con agua

Cubrir con el colorante de contrastsafranina durante 1 minuto

Lavar el exceso de colorante con agua

Dejar secar al aire

Afnadir una gota de aceite de inmersion
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1 Observar con objetivo de inmersion (10

Procedimiento

Observacion

Paso 1. Colorante fundamental
verde malaquita @ caliente, 5
minutos.

Paso 2. Lavado con agua

Paso 3. Colorante de contrastg
safranina, 1 minuto

O O >

O O >

OO >

Todas las bacterias se tifien ca
este colorante

Las esporas conservan s
colorante verde en el interior
mientras que las formas
vegetativas son decoloradas

Las células vegetativas se tifie
de rosa, las esporas conservg
el color verde.

Figura 14. Procedimiento de la tincién de espora
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Figura 15. Tinciobn de esporas deBacillus subtilis.La flecha indica esta estructuraneverde.
Microscopia de campo claro (100x).

Las esporas presentan multiples aspectos de interés, en primer lugar representan
un importante proceso de diferenciacion celular o morfogénesis perfectamente

regulado y controlado por la bacteria, y desde umtoude vista mas aplicadsu
interés en el campo de lmicrobiologia alimentaria, industrial y clinisa debe da
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existencia de importantes patdégenos dentro del gén€tostridiumy a la abundancia

en cualquier entorno de especies dacillus Algunos istemas de control ddos
procesos de esterilizacién utilizanpara su evaluacibnampollas cerradas con
preparaciones 0 suspensiones de microorganismos que se exponen al proceso de
esterilizacion junto con el material que se va a esteriliPara este finse suele
trabajar con bacterias que forman endosporas por su especial caracteristica de
termorresistencia.

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Una alternativa para la observacion bacteriana es la microscopia de
fluorescencia. Emicroscopio de fluorescencias un microscopio 6ptico capaz de
iluminar la muestra con una luz culgngitud de ondgpuede variar debido a su paso
por unfiltro de excitacion Este filtro transmite exclusivamente la luz de excitacion de
la muestra que presenta la longitud de onda selenada. EI microscopio de
fluorescencia mas utilizado es el @gifluorescenciatambién denominado deéuz
incidente Este tipo de microscopia se puede utilizar para visualizar células que posean
moléculas capaces excitarse y emitir fluorescencia cuandoluminadason una luz
de determinada longitud de onda. Entre las moléculas que confi@nérfluorescencia
a las células procariotas, cabe destacarbéecterioclorofilapresente en bacterias
fotosintéticas anoxigénicas, [Edorofila ay lasficobiliproteinasen las cianobactéas
fotosintéticas oxigénicas.

Sin embargo, la mayoria de las aplicaciones de la microscopia de fluorescencia
para el estudio de bacterias se basan en tefiir las muestras con determinados
compuestos quimicos, que reciben el nomdesfluoréforos é fluorocromos Estos son
capaces de emitir fluorescencia cuando son excitados con luz a una longitud de onda
adecuada. Cada una de estas moléculas fluorescentes se caracteriza por dos
parametros especificos: la longitud de onda Optimaedeitaciono absorciony la
longitud de onda a la cual la emision de su fluorescencia es maxima.

Los distintos fluoréforos presentan una serie de caracteristicas que son
importantes desde el punto de vistie su aplicacion:

1 Permealiidad, una de las progidades mas relevantes de estas moléculas
alguna de ellas no pueden atravesar la membrana citoplasmatica de las células
viables, mientras que otros difunden facilmente hacia el citoplasma celular,
donde son detectados, incluso a conaaaiones muy bajas.

1 Interacciones especifica®tra caracteristica propia de algunos fluoréforos es
su interaccion especifica con algumacromolécula celular. Asi, por ejempdb,
naranja de acridina el DAPI(4",6diamidino-2-fenilindol) interaccionarton los
acidos nudicos.
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1 Capacidad de retencion en la céluRaraelegir el fluor6foro mas adecuado a
nuestras necesidadess relevante atender au mayor o menor capacidad para
guedar retenido en el citoplasma celular

1 Fluorescencia en funcion del plpara algunos fluodforos la emisién de
fluorescencia es dependiente pplor lo tanto es otra caracteristica que se debe
de considerar.

Para la observacion de bacterias se pueden utilizar diversos fluorocromos
generales tanto en cultivos, como enuestras procedentes dambientes naturales
(suelo, agua, interior de seres vivos) 0 artificialdgygstoresde lodos, pilas de
compostaje reactores bioldgicos, etc).

Elnaranja de acridinas un fluorocromo muy permeable que actla coagente
intercalante interaccionando tantocon DNA como RNA Su absorcion de luz es
maxima a 500 nm y emite una fluooesicia de color verde (520 nm).

EIDAPI(4",6-diamidino-2-fenilindol) es un fluorocromo serpermeable quese
une selectivamente al DA emitiendo una fluorescencia azul. Se &ae manera
Optima a 358 m, siendo su emisién a 461 nm.

Se harpatentado una serie de fluorocromos que puedarirse alDNA o al RNA
de células eucariotas y bacterias, tard@m positivas como gram negativas Estos
fluorocromos presentan dos caractstitas ventajosas; atraviesan con facilidad todo
tipo de membranas biol6gicas y su excitacion/emision de fluorescencia es en el
espectro visible. Existen variedades que emiten fluorescencia@Yul( 445), verde
(SYTO 13,14,15,22,28 bien, roja$YTQA7, 5964).

Los fluorocromos anteriormente caracterizados no permiten distinguir entre
bacterias fisiologicamente activasidbley y células muertas. Sin embargo, si se
aplican conjuntamente a la misma muestra coragtrolécula fluorescente que sélo es

retenida por bacterias no viables, podemos hacer una discriminacion fisiolégica celular
y ademas, si es nuestro objetivo, un reato de células vivas y muertésg.16).

Totales

—

Viables

Figura 16. Doble marcaje de bacterias totales y viables con fluorocromos.
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Unade las parejas de fluorocromos que aplicadas conjuntamente permite esta
discriminacion es la ddiacetato de fluoresceigoduro de propidio El diacetato de
fluoresceinapenetra en las células y es transformado pordaterasascelulares en
fluoresceinaque emite fluorescencia amariteerdosa (Emision: 514 nm). En forma de
diacetado la fluoresceina no emite fluorescencia, luego so6lo apareceran marcadas las
células metabolicamente activas (viables). El yoduro de propidio es un fluorérofo
impermeable, quesolo atraviesa la membrana de las células muertas. Interacciona con
los acidos nucleicos, emitiendo fluorescencia roja (Emig€iéinm). Debido a la baja
capacidad de permanencia celular de la fluoresceina, en muchos estudios se sustituye
esta molécula poSYTE, que es capaz de penetrar en todas las células confiriendo
fluorescencia verdeExistenademaskits comercialeqque permiten distinguir entre
bacterias viablegram positivas ygram negativas.

Figura 17. Tincion deEscherichia calibacteriastefiidas con yoduro de propicio (en rojo) lyacterias
tefiidas conSYTO %en verde). Microscopia de fluorescendia00x).

En la actualidaéxiste toda una gama de fluorocromos que proporcionan no solo
informacion sobre la viabilidad, sino que ponen denifiasto ciertascaracteristicas
fisiol6gicas y en algunos casos estructuralesbacterias. A modo de ejemplbay
fluoréforos que detectan(i) actividad respiratoria (derivados deetrazolio), (ii)
actividad esterasa ¢alceinaAM, carboxifluoresceina (iii) potencial de membrana
(rodamina 123, oxonol VI, carbocianiha&s (iv) integridad de la membrana (SY-BO
SYTAL3,verde Sitoxyoduro de propidio).

MICROSCOPIA CONFOCAL (Confocal Laser Scanning Microscopy)

Lamicroscopia confocdimicroscopia lageconfocal de barridppresenta algunas
ventajas sobre la microscopia Optica convencional, como Sormayor contraste y
elevada resolucion, especialmente en aquellas células marcadas con fluorescencia. En
estas células se incrementa notablemente tasolcion axial (profundidad),
permitiendo el seccionamiento Optico celular. De esta manera, es posible obtener
representaciones tridimensionales celulares. Ademas, debido a que su fuente de
iluminacion es un laser, es posible localizar y observar conjuntamdistintos
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marcadores fluorescentes en la misma célula. Si la comparamos con la microscopia
electronica de transmision, la microscopia confocal también puede proporcionar
informacion relevante sobre la organizacion intracelular, aunque los aumentos son
claramente inferiores, si bien utilizan una metodologia menos laboridsss
desventajas principales de la microscopia confocal radican en el elevado coste de la
instrumentacién requerida y la necesidad de personal especializado parangjona

La microscofa confocal se basa en la utilizaciébn de una fuente de iluminacion
laser que se convierte en una luz puntual, al hacerla atravesar un pequefiicio
o pinholet ,lgue define la profundidad del campogyue se enfoca sobre dacélulasa
observar mediante ua lente. Como consecuencia,slaélulas emiten luz que es
enfocada por una segunda lentecia otro pequefio orificio, localizado enfrente del
detector. La luz recogida por dicho detector deriva, en su mayor parte, del campo
enfocado. Por otra parte, la lyprocedente del material fuera de foco es difusa cuando
alcanza el orificio y por tanto, la cantidad que incide sobre el detector es muy baja.

Las aplicaciones de la microscopia confocal en el campo de la observacion
bacteriana son muy diversas. Una ds faincipales es el estudio de las comunidades
microbianas presentes dnopeliculagnmicrobianas flaca dentgltapetesmicrobianos
etc) yaquellas que conforman la estructura biolégica deflésulosde lodos activos
La microscopia confocal coanaliss espectrofotométrico puntualpermite la
identificacion de grupos bacterianos, sin la necesidad de utilizacion de sondas
fluorescentes especificas, cuando las células presentan autofluorescencia. Mediante
un andlisis de espectro de absorcion (excitaciéemysion a distintas longitudes de
2YRIET a8 LJzSRS NBFEtATFNI dzyl OF Ny OGSNRAT I OA
presencia de un determinadpigmento fotosensibleen una célula. Mediante una
deduccion razonamiento similar a la de los estudigsimiotaxanémicos que se
realizancon cultivos bacterianos, podemos asociar la presencia de un grupo bacteriano
con la existencia de una determinada molécula en la célula. Por ejemplo, la
determinacion de una ficobiliproteindidocianina, aloficocianina, ficoeritd) en el
interior de una bacteria, indicaria qe trata de una cianobacteria.

Sondas especificas y FISH (Hibridacion in situ con sondas moleculares fluorescentes)

La aplicacion de sondas especificalggonucledtidos,anticuerpo3 marcadas o
conjugada con moléculas fluorescentes, va a proporcionaa valiosa informacion
sobre la naturaleza y el estado fisioloégico de distintas especies bacterianas. Estas
sondas se basan en la obtencion de anticuerpos dirigidos frente a proteinas especificas
o fragmenbs de DNA o RNA comepientarios de regiones definidadel material
genético de la bacteriérig. 18)
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Figura 18. FISHHibridacion in situ con sondas fluorescentes.

La aplicaciéon desondaspuede poner de manifiesto diferentes capacidades
metabodlicas @xidantes de amonio oxidantes de nitritp sulfatorreductoras
metandgenas fotosintéticas sulfooxidantes etc) en cultivos puros o en muestras
complejas, en las que se presentan diferentes tipos fisioldgicos. Adestastécnica
también es una importa® herramienta para la identificaciéne las especies
bacterianas, especialmente en el caso locterias en las que no se han podido
obtener cultivos puros y para la localizacion de distintas especies en biopeliculas,
agregados y otros tipos de muestras pedentes de ambientes naturales o de
organismos hospedadores (es importante su aplicacién en la deteccipatdgenos
del hombre, animales y plantas).

Material necesario

Muestras naturales de diverso origen o cultivos puros de bacterias problema.
Portadbjetos con 26-9 pocillos, vaso lavador, ependorf, estufa, camaras de
incubacion aceite de inmersion

Procedimiento
1 Poner una alicuota de la muestra en un eppendorf y centrifugar a 7000 rpm.
1 Lavar en tampdn salino (PB3hosphate Buffer Salihg centifugar de nuevo.

1 Resuspender 250M en paraformaldehido/PBS durante un tiempo variable
dependiendo del tipo de sonda y la bacteria, mantener a 4°C. En algunos casos
se emplean agentes permeabilizantes comdmon %100 o la saponinapara
permitir el paso de la sonda fluorescente al citoplasma. La permeabilizacion
puede ser anterior o posterior a la fijacion.

1 Una vez centrifugado y lavado con PBS, se colocaind® cada muestra y se
afiaden las sondas fluorescentes a los pocillos correspondientegreando
un pocillo como control negativo. Es también comun la utilizacion de una sonda
general como control positivo. Este paso se lleva a cabo en camara hiumeda en
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un tiempo que oscila entre 680 minutos.

Se lava cuidadosamente con tampon fisiologicadte unos 1520 minutos. Se
lava posteriormente con agua destilada.

Se deja secar a 46°C en la estufa.

Se cubre el portaobjetos con un cubreobjetos, cuyas esquinas estan
impregnadas con alguna sustancia adherente, de forma que este no se mueva.
Se obsera con el microscopio de epifluorescencia o confocal iluminando con la
longitud de onda adecuada. Si se utilizan dos sondas unidas a distintos
fluorocromos se observa un mismo campo alternativamente con dos longitudes
de onda diferentes. Existen tambiéiitrfh dobles que permiten la observacion
simultanea de dos fluorocromos que se excitan con distintas longitudes de
onda.

Una vez realizada la preparacion se observa con el objetivinrdersion
(100x)

En este tipo de procedimientos se tefiiran selectivateelas bacterias que
sean reconocidas por la sonda molecular o el anticuerpo especifico, mientras
que el resto de las bacterias o el material circundante presentaran una
fluorescencia negativa o muy débil (Fi§).

J

Figura 19. En una muestra procezhte de un reactor biolégico se observan bacteriagidantes de
amonio (en rojo) yoxidantes denitrito (en verdes) tefidas con sondas moleculares especificas de
cada uno de estos grupos de bacterias nitrificantes. Microscopia confddi.

NUEVAS MEJDOLOGIAS EN MICROSCOPIA CON FLUORESCENCIA

En la actualidad, se estan desarrollando principalmente tres técnicas distintas de

nanoscopiasd microscopia de fluorescencia de altsolucion cuyo fundamento y
aplicaciones comentaremos muy brevemente. Limpra técnica de imagenes de alta
resolucion, caracterizada en 1994, es la denomin&I&D(Stimulated Emission
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