Efecto de fijadores en diferentes bacterias estudiadas
por Microscopia Electronica de Transmision y de Barrido

Resumen Resultados

La microscopia electrénica de transmision (MET) y de La aplicacion de solucion de Karnosky en bacterias: Bacillus subtilis, Nocardia asteroides y esporas de
barrido (MEB), buscan obtener imagenes aumentadas Clostridium spp. permitieron una mayor definicion de la membrana celular de las mismas, al observarlas con el
con alta resolucion y buen contraste, y esto se MET. En las bacterias: Staphylococcus aureus ATCC 6538P y Listeria innocua ATCC 33099 adicionalmente el uso
consigue, con colorantes de alto numero atomico de tetradxido de osmio, favorecid poder identificar con el MEB, el dafio producido en la pared celular. Los

como el acido tosfotungstico, que resaltan mucho mas  egyltados mas sobresalientes se presentan en las figuras siguientes.
las estructuras, esta tincion es llamada tincion

negativa, asi como la post-fijjacion con tetraoxido de
osmio, son muy Uutiles en la observacion de 1. Fijadas con glutaraldehido al 2% en SBP
estructuras bacterianas como el Pili, el flagelo '
pacteriano, otras estructuras de la membrana
pacteriana, asi mismo, la estructura completa
pacteriana y particulas virales.

Objetivo

COmpOrOr Tres procesos de fIJOCIén de Bacillus subtilis cspars de o eridiurn Nocardia asteroides
bacterias, para una mejor observacion de
estructuras, aplicando microscopia electronico
de transmision y barrido (MET y MEB).

Las muestras fijadas con solucion fijadora de glutaraldehido al 2%, en amortiguador de fosfatos,
Muestran una buena fijacion, aunqgue menor definicion de la membrana bacteriana.

Metodologia 2. Uso adicional de solucion de Karnosky

Para este estudio, las muestras bacterianas (Bacterias
Gram positivas) fueron obtenidas del cepario del Eapor A CIAS T Nocardia asteroides
laboratorio de docencia: Bacillus subtilis, Nocardia
asteroides y esporas de Clostridium spp. y del
Laboratorio de Bioconservacion (UIM) Staphylococcus
aureus ATCC 6538P y Listeria innocua ATCC 33099, y
cultivadas en caldo BHI e incubadas a 37 °C durante Bacillus subtilis
24-48 horas.

i

Aplicando adicionalmente, solucion de Karnosky, se observan con mayor definicion la membrana

Se obtuvo 1 mL de cada cultivo y se ajustaron a bacteriana y la espora de Clostridium (Biel SS, 1999).

D.O.60onm 0.5 (tubo 2 del nefelometro de McFarland),
fueron lavados con solucion amortiguadora de fosfatos
(SBP) pH=7.2. Las muestras asi obtenidas fueron

fijadas por tres metodos. 3. Solucion de Karnosky y post-fijacion adicional con tetradéxido de osmio (4%)

L2

1. Fjador de Glutaraldehido

. Bacillus subtilis, Nocardia
asteroides, esporas de
Clostridium spp

Mayor definicion de la membrana celular las
bacterias y cambios estructurales producidos,
al observarlas al MEB:

al 2% (MET)

2. Fljador de Karnosky:
paraformaldehido,
glutaraldehido, SBP, agua
desionizada(MET)

. Bacillus subtilis, Nocardia -
asteroides, esporas de
Clostridium spp

1. S. aureus vy 4. Listeria innocua en BH]
(control).

2. 5. aureus vy 5. Listeria innocuad tratadas
con sobrenadante de cultivo de P.
acidilactici

3. Fijador de Karnosky y post-

fijacion con Tetroxido de
Osmio (4%), dehidratacion
__ 4 con soluciones crecientes de
etanol: 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, /0%, 80%, 0% vy
100%, secado a punto critico, Conclusidon
y cubiertas con oro (MEB).

Staphylococcus aureus
ATCC6538P, Listeria
Innocua ATCC33099

3. 5. aureus vy 6. Listeria innocuad tratadas
con una solucion de Nisaplin 10 mg mL-"!

El proceso en la preparacion de muestras bacterianas para su observacion al Microscopio electronico de transmision
(MET) o de Barrido (MEB), influyen en gran medida en la obtencion de imagenes de alta definicion.

Observacion de estructuras de bacterias Gram positivas al

MET v de MER El uso de fijadores quimicos favorece en gran medida la obtencidon de imagenes que permitan evidenciar claramente
e

las estructuras de los microorganismos (2. Solucion de Karnosky).
La post-fijacion con tetradxido de osmio adicional, resalta el efecto o dafo estructural producido, respecto del control.
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