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Anton Van Leeuwenhoek

Padre de la microscopia
(Holandés)

Describi6 bacterias,
levaduras y
microorganismos en una
gota de agua.
Reportaba sus
descubrimientos a la
“Royal Society of
England” y “French
Academy”

Robert Hooke

Padre de la microscopia
(Inglés)

Confirmé decubrimientos de
Leeuwenhoek y publicé el libro
Micrographia (1665)




Microscopio
Instrumento Optico, compuesto de un
sistema de lentes que:

» Enfocan luz que atraviesa especimen

» Producen imagen magnificada (aumento
en tamanio)
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Lentes

Refraccion — cuando
la luz pasa de un
medio a otro,
cambia de direccion
en la interfase.

El lente permite que
la luz que lo
atraviesa se enfoque
en el punto F.

Punto focal
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Distancia focal

El ojo humano no
puede enfocar
objetos que estén
mas cerca de 25 cm
(aprox. 10
pulgadas).
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Lupa Microscopio
-

Y Figures

Filen Pland

Una lupa o un

wagnification  NICTOSCOPIO
A itn permiten observar
imple .
Thin Lens una imagen clara
y de mayor
tamafio.

La imagen que
recibe nuestro ojo
se conoce como
imagen virtual.

https://micro.magnet.fsu.edu/primer/anatomy/magnification.html
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Magnificacion Resolucion
» Ampliar / Aumentar » Capacidad de

distinguir entre dos
puntos u objetos que
estan juntos.

Analice la proxima figura y explique la diferencia entre
magnificacion y resolucion

Not resolvable




Microscopios de luz

Los microscopios modernos son
microscopios compuestos porque
tienen dos sets de lentes.

Existen diferentes microscopios y
técnicas de microscopia:

» Campo claro ‘

» Campo oscuro -
» Contraste de fase s
» Fluorescencia

» Confocal —
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Microscopio compuesto

Contiene dos tipos “
de lentes: ocular y v
objetivo

Tluminacion: luz

Imagen: 2D

&
®
Pueden observarse .
organismos vivos .

Aumento 1,000 X- .
2,000 X

Ocular lens *

_-Objective lenses*

* Partes Opticas A partes mecanicas
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eyepiece
La imagen se
forma mediante
la interaccion de
ondas de luzy la
i curvatura de
focusing - o
objective
rack and pinion 4 lente.
sample
stage
A light source -

mirror,or illuminator
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Luz que pasa

Con el objetivo de 100X se utiliza aceite de inmersion porque tiene
el mismo indice de refraccion que el cristal. De esta forma se captura

una mayor cantidad de rayos de luz para que entre al objetivo.
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Eye @
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Real image

Objective lens ———— {/[[[ 1>

Light \w Specimen
trikes }—/7
pecimen

ondenser lens ——

ight source ———




Campo claro

Rhizopus sp. - Hongo

Imagen oscura
contra campo
(fondo) iluminado
Usado en laboratorio
de microbiologia
Especimenes con o
sin tinte

Desventaja — poco
contraste
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Campo oscuro

Luz reflejada por especimen
forma la imagen.

Fondo negro (disco opaco que
elimina luz en el condensador)

Organismo se observa
brillante sobre fondo oscuro

Forma, motilidad y/o
estructuras internas

No necesita tincion

Treponema pallidum —
espiroqueta (motil) causante
de sifilis.

Para observar motilidad se utiliza
una laminila con depresion
(concava), donde los organismos
se pueden mover libremente.




Contraste de fase

Iluminacién controlada
porque luz atraviesa
muestra a diferentes
velocidades.

Se observan diferencias
en intensidad de luz
(brillantez/oscuridad)
Detalles estructurales _, Campo claro
(esporas, en.d osporas_, Protozoario ciliado (Oxytricha saprobia)
organelos) sin destruir 0 -/ vvww.microscopy-

tefiir el espécimen u uk.org.uk/mag/artmar06/go-phase.html
organismo.

- -
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/~ Contraste de Interferencia - -
Diferencial (Nomarski)

Parecida a contraste de
fase

Usa dos rayos de luz para
crear imagenes de alto
contraste

Pseudoefecto 3D

Filtro especial permite ver
fondo con diferentes
colores

Especimenes vivos

Amoeba

http//www.microscopy=

uk.org.uk/mag/artmar06/go-phase.html
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Fluorescencia

Ilumina especimen
marcado con fluorocromo
y se forma imagen a partir
de su fluorescencia (luz Observe los nucleos tefiidos (A) y
emitida)_ como fluorescen bajo luz UV (B).
Se utilizan tintes
fluorescentes y se observa
brillantez de estructuras
deseadas.

Ident1 cam de flagelos en £. colr al
afiadir fluoroforo al filamento flagelar.
http://www.copl.ulaval.ca/en/research/

biophotonics/
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Microscopia Confocal
Rayo laser ilumina 3
especimen y se forma
imagen solo utilizando luz B
de un plano
Reduce imagenes
borrosas
Mucha importancia en
estudios de biopeliculas
Burkholderia cenocepacia es una bacteria
Gram-negativa formadora de biopeliculas
que se puede encontrar en ambientes de
- ~hospital http7/www.botinst.uzh:ch/en/researc |
h/microbiology/eberl/research.html
» Copyright © The McGraw-Hill Companias, Inc. Permission required for eproduction of display.
) Conventional light microscope laser microscope —
f

Bioti

} Desihof
focun

& ———— = [——
Comparacion entre la claridad de imagen de una biopelicula. Imagen
—obtenida.con-(a) microscopio-de luz,(B)-confocal laser-que.provee .|

mejor contraste y resolucion.
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Microscopio de diseccion o
estereoscopio

S

+ Observacion de
especimenes grandes o
muy claros.

« Iluminacion: luz

- Imagen: 3D

«+ Separacion de las
estructuras de un
organismo

- Baja magnificacion
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Microscopio Electronico

Invento aleman
» Max Knoll y Ernst
Ruska — 1931
» Premio Nobel de
Fisica -1986
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Utiliza un rayo de
electrones que viaja
al vacio e impacta
una muestra. Los
electrones se
absorben o rastrean
la muestra para
formar una imagen.
Aumento hasta 1
millén-de veces.

La imagen se forma
y se observa luego
en un monitor
especial o foto.

» Blanco y negro

» Si se desea, se le
afiaden colores
artificiales a la
imagen digital.
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Microscopio Electrdnico

Las muestras requieren una
preparacion especial (de lo contrario,
los electrones las quemaran y

deformaran): JreeTope
Fjacién _ é};@ @

» Deshidratacion (con diferentes % de had} }
e N
alcoho.l) . C ¢ '\,«{

» Montaje especial A I

« En MET - cobertura con aleacion oro-paladio
para transmision de electrones)

Microscopio Electronico de Rastreo (SEM)
Para observar estructuras en la superficie

Electrones rastrean y rebotan en superficie de
muestra.

» Resolucion 3.5 nm
» Imagen 3D

Microscopio Electronico de Transmision
(TEM)

Para observar estructuras internas
(electrones atraviesan muestra)

» Se necesitan secciones ultrafinas de la muestra.

Ll Light Transmission | |_—Tungsten filament
icroscope Electron _\/  (cathode) Electror|
Lamp/ il Microscope /\ “~anode gun
Condenser— ! =
sl P |'| P-Condenser lens

Specimen—l

i) ——Specimen
lObjective lens— ‘ H " -Objective lens (magnet)

- ™ 7 m-Projector |
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Final image
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Vaso Sanguineo
(Microscopio de luz-
compuesto)

Vaso sanguineo

(Microscopio electrénico

de rastreo - TEM)

Observe los globulos rojos !!
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Microscopio Micros,cqpio Microscopio
compuesto electrom'c?l electronico
_ de transmision de rastreo
(TEM) (SEM)
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Bacterias en la punta de un alfiler.
MER
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acteria Proteus mirabilis

Mitocondria
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