Come si colora un vetrino di batteri

 

Molti batteri mancano di colore o di strutture interne contrastanti. Dal momento che la densità di molti batteri è solo un po’ più alta di quella dell’acqua, i batteri si vedono difficilmente in sospensione liquida usando un microscopio a campo luminoso perché sono quasi trasparenti. Per vedere i batteri si usano i coloranti. Colorare i batteri consente di: 

(  vedere maggiore contrasto tra l’organismo e lo sfondo, 

(  differenziare vari tipi morfologici (tramite la forma, la disposizione, la reazione di Gram, etc.), 

(  osservare determinate strutture (flagelli, capsulei, endosporei, etc.). 

 

L’osservazione della morfologia (forma e struttura) dei batteri può essere fatta in due modi:

 

con preparati a fresco          e         con preparati fissati
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Per capire come funziona un colorante, è bene capire un pò la natura fisica e chimica dei coloranti. Sono generalmente sali nei quali uno dei due ioni è colorato. (Un sale è un composto costituito da uno ione carico positivamente e uno carico negativamente). Ad esempio il blu di metilene è il sale cloruro di metilene che in acqua si dissocierà nello ione blu metilene carico positivamente e lo ione cloruro incolore carico negativamente. 

I coloranti possono essere divisi in due gruppi: quelli basici e quelli acidi. Se la parte colorata del colorante è uno ione positivo, come nel caso sopra, viene detto basico (ad esempio: il blu di metilene, il cristal violetto, la safranina). Se la parte colorata è lo ione carico negativamente esso è acido (ad esempio: la nigrosina, il rosso congo). 

A causa della loro natura chimica, i citoplasmi di tutte le cellule batteriche hanno una debole carica negativa se fatte crescere in un mezzo a pH neutro. Perciò, quando si usa un colorante basico, l’organismo si colorerà direttamente. Un colorante acido, invece, forma un deposito attorno all’organismo, lasciano l’organismo incolore. Dal momento che l’organismo viene visto indirettamente questo tipo di colorazione è detta indiretta o negativa, ed è usata per ottenere una più accurata visione della dimensione, della forma e della disposizione dei batteri. 
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Colorazione di un preparato fissato

Per preparare i batteri alla colorazione si prepara un vetrino con i microrganismi come da figura.
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Il sottile film realizzato sul vetrino deve essere fatto asciugare all’aria e quindi fissato al vetrino per prevenire che durante le procedure per la colorazione esso venga lavato via. Il fissaggio viene fatto passando il vetrino brevemente sulla fiamma; in questo modo i batteri vengono “incollati” al vetrino e vengono anche uccisi eventuali patogeni.  Il film batterico non deve essere né troppo fino né troppo spesso Se si asciuga come uno strato opaco è troppo spesso, se non si nota niente sul vetrino potrebbe essere troppo sottile. Inoltre il vetrino deve essere pulito e non “ingrassato” dalle dita altrimenti il film batterico non aderirà. Una volta fissato si pipetta sopra il colorante e si aspetta circa un minuto, per fare in modo che penetri nelle cellule. 
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Il colorante viene quindi lavato via con acqua . Dopo averlo tamponato il vetrino ormai asciutto e colorato può essere osservato al microscopio. 
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( Esempio di colorazione diretta e con preparato fissato usando un colorante basico.

Nella colorazione diretta la porzione colorata positiva del colorante basico si combinerà col batterio carico negativamente e lo colorerà.

 

Prendiamo una cultura pura di Staphylococcus epidermidis o di Micrococcus luteus.

 

Procedura:

1. 1.      fissa il vetrino contenente Staphylococcus epidermidis o di Micrococcus luteus seguendo le istruzioni riportate sopra.(
2. 2.      Colora con blu di metilene per un minuto.

3. 3.      Lava l’eccesso di colorante con acqua.

4. 4.      Tampona e osserva con l’olio da immersione al microscopio.
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colorazione diretta di un Micrococcus luteus


 

 

 

 

( Esempio di colorazione indiretta  e a fresco usando un colorante acido.
Nella colorazione negativa, la porzione carica negativamente del colorante acido viene repulso dalla cellula batterica. Perciò lo sfondo risulterà colorato e la cellula incolore.

 

Prendiamo una cultura pura di Staphylococcus epidermidis o di Micrococcus luteus.

 

Procedura:

 

1. 1.      Metti una piccola goccia di nigrosina su un vetrino pulito.

2. 2.      Asetticamente aggiungi una piccola quantità di Staphylococcus epidermidis o di Micrococcus luteus al colorante e mischia gentilmente con l’ansa.

3. 3.      Usando il bordo di un altro vetrino, spandi il tutto con differente pressione sul vetrino in modo da avere aree chiare e scure. Assicurati che il colorante non sia troppo o non vedrai nulla.!

4. 4.      Lascia che il film di batteri si asciughi all’aria completamente. Non fissare il vetrino alla fiamma e non lavare via il colorante.

5. 5.      Osserva al microscopio con l’olio da immersione. Trova un area che non sia troppo colorata, deve essere viola chiaro. 
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colorazione indiretta di Micrococcus luteus


