PROTOCOLOS DE PRÁCTICAS DE LABORATORIO DE MICROBIOLOGÍA EXPERIMENTAL 
FACULTAD DE QUÍMICA


USO Y CUIDADO DEL MICROSCOPIO DE CAMPO CLARO.
OBJETIVOS.

Al finalizar la práctica el estudiante será capaz de: 
· Identificar las partes que componen el microscopio óptico de campo claro.
· Aplicar los cuidados básicos de un microscopio óptico de campo claro.

· Enfocar adecuadamente el microscopio en todos sus aumentos.

INTRODUCCIÓN.

El microscopio es una de las herramientas más útiles en Microbiología. Su utilización permite la observación de los microorganismos y con ella, la obtención de datos esenciales para su identificación y estudio tales como: forma, agrupación, tamaño y características tintoriales, por ello es tan importante saber utilizar éste instrumento y  desde luego, cuidarlo adecuadamente. 

MATERIALES.

· Microscopio óptico de campo claro.
· Aceite de inmersión.
· Preparaciones fijas. 
· Paño para limpieza de anteojos.
· Papel seda.
MÉTODO
Revisar los videos el microscopio y uso del microscopio disponibles en http://microexpfqunam.blogspot.com. Discutir dudas sobre el cuidado, transporte y enfoque del microscopio. 

Uso de simulador:

1. Abrir la página http://www.udel.edu/biology/ketcham/microscope/ y seleccionar Virtual microscope. 

2. Realizar el ejercicio para enfocar la letra “e”. 

3. Realizar el enfoque de las muestras Root onion, Bacterial capsula y cheek smear. 

4. En la bitácora de laboratorio dibujar los esquemas de los enfoques realizados. 
5. Realizar el enfoque de tres ejercicios de Puzzle y los tres de medición (measurement) y entregar los resultados ya sea indicando las acciones que realizaron para obtener la imagen enfocada o las medidas solicitadas en los ejercicios (Anexo 2). 
NOTA: En esta misma página hay un video sobre la forma de usar un microscopio. Está en inglés.
Cuestionario: 

Definir los conceptos de: aumento, aumento total, apertura numérica, índice de refracción, poder de resolución.
Indicar  ¿para qué se emplea el aceite de inmersión al enfocar con el objetivo de 100X? ¿Por qué únicamente se emplea con este objetivo?

Trabajo con microscopio en laboratorio:

1. Solicitar el equipo y transportarlo a las mesas de trabajo.

2. Repasar  la forma correcta de limpiarlo utilizando papel seda para los lentes y un paño para las partes mecánicas y de soporte.

3. Ubicar cada una de las partes del microscopio: pinzas de sujeción, tornillos de la platina y su movimiento, así como el de los tornillos macro y micrométrico; el cable de conexión, la lámpara, el cabezal.

4. Localizar las lentes de los oculares y de los objetivos. 
5. Conectar el equipo.

6. Colocar una preparación fija y proceder a enfocar: 
6.1 Bajar y subir la platina con la muestra.

6.2 Colocar el revólver en el objetivo de 10x y centrar la preparación. 
6.3 Sin observar a través de los oculares y con la mirada dirigida hacia la platina, llevarla al  máximo  acercamiento de la lente.

6.4 Ajustar la intensidad de la luz con el condensador y diafragma. 
6.5 Relacionar el diámetro de las lentes de los objetivos con la cantidad de luz requerida.
6.6 Girar el revólver al objetivo de 40x, señalar la importancia de la distancia focal. Afinar el enfoque con el tornillo micrométrico.
6.7 Enfoque a inmersión: Girar el revólver a la posición media entre los objetivos de 40 y 100x, colocar una pequeña gota de aceite de inmersión sobre la preparación (recordar el diámetro de la lente) posicionar el objetivo de inmersión, afinar el enfoque con el tornillo micrométrico.

6.8 Retirar la preparación, bajar la platina y abrir las pinzas de sujeción. 
7. Observar diferentes campos de la preparación, para ello utilizando los tornillos de la platina, realizar un barrido sistemático. 
8. Anotar observaciones del campo donde se aprecien estructuras de interés.

9. Girar el revólver, limpiar la lente con papel seda (sin tallar).Sí se desea observar otra preparación, iniciar con el paso No.6.

10. Finalizado el trabajo, apagar el equipo, realizar su limpieza utilizando papel seda para las partes ópticas, eliminando cualquier resto de aceite de inmersión (sin tallar) y con un paño ó pincel las mecánicas. Arreglar el cable, girar el revólver hacia el objetivo de menor aumento, colocar el cabezal en su posición original  y  asegurarlo.

11. Entregar el equipo transportándolo adecuadamente.

Precauciones generales.
· El microscopio debe colocarse en el centro de la mesa de trabajo, lejos de las orillas y de la tarja.

· Nunca tocar las lentes con los dedos.

· No tocar la superficie del papel seda con la que se va a limpiar las lentes.

· Bajar la platina antes de retirar la preparación y procurar que ésta no toque el objetivo.
· Las partes mecánicas no deben ser forzadas, el equipo debe ser tratado en todo momento con gran suavidad. En caso de que alguna pieza se atore, comunicar al profesor.
· Apagar el microscopio cuando no esté en uso.

· En caso de derrames accidentales de muestras sobre el microscopio, limpiar las partes afectadas con una solución sanitizante a base de sales cuaternarias de amonio, NUNCA CON CLORO.
· Si las partes mecánicas se limpian con un paño, éste no debe dejar pelusa. 
· La limpieza de las partes internas y lentes del microscopio debe ser realizada por personal especialmente capacitado al respecto. 

· El microscopio deberá ser protegido del polvo cubriéndolo con una funda o en un estuche.
· Las preparaciones con microorganismos se sumergen en un baño sanitizante durante 10 min. antes de ser lavadas con un detergente líquido diluido, agua y esponja.

Disposición de desechos

1. Los portaobjetos y cubreobjetos rotos ó dañados y que estén limpios deben ser colocados en el contenedor adecuado.

CONTESTA ESTAS PREGUNTAS Y TENLAS EN CUENTA PARA EL TRABAJO CON EL MICROSCOPIO DURANTE TODO EL SEMESTRE.

Guía para la reflexión del trabajo con microscopio:
1. ¿Cuál es la importancia del uso del microscopio en el laboratorio de microbiología experimental?

2. ¿Por qué crees que es importante cuidar adecuadamente el microscopio en todos los laboratorios de microbiología?

3. ¿Qué otros cuidados crees que podamos adoptar en los laboratorios de microbiología para mejorar el uso del microscopio? 

4. ¿Cuáles crees que sean los errores más comunes que los alumnos cometen en clase al manipular el microscopio?

5. ¿Qué tan difícil te resultó el enfoque del microscopio después del uso del simulador y revisión de los videos?
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ANEXO 1. 

GUIÓN PARA USO DEL SIMULADOR

	HOW TO…
	ACCIÓN 
	AT VIEW CHECKLIST

Automáticamente aparece una palomita verde en el cuadro amarillo.

	Control lighting

(Control de luz)
	1.Encender con el botón off-on 

2.Mover el reostato a 10 

(no se realiza en el microscopio del laboratoriol) 

3. Abrir el diafragma 
	Light on 

Rheostat at 10

Adjust iris diaphragm 

	Pick a slide 

(seleccionar un portaobjetos)
	Real: Abrir la pinza de la platina y colocar el portaobjetos en la esquina. 

Simulador:

Seleccionar la muestra. (Letra e, punta de la raíz de cebolla, cápsula bacteriana, frotis de mejilla. Aparecen en los portaobjetos de arriba abajo del lado superior derecho de la  pantalla) 
	Slide chosen 

	Switch objectives

(selección del objetivo)
	Seleccionar el objetivo de observación moviendo el revolver con el cursor (manita) 

En el simulador empezar con 4X en el real iniciar con 10X 
	Scanning (4X) lens in place

	Reposition slide holder 

(colocar el portaobjetos)
	Mover el portaobjetos (muestra) con los tornillos que se localizan abajo de la platina. 

En el simulador se mencionan como bottoms X y Y. 

Alinear la muestra con el haz de luz 
	Specimen centered (open iris temporarily to do this) 

	Adjust focus 

 
	Mover el tornillo macrométrico (Coarse focus). Tornillo grande que se localiza junto a la base y tiene unas flechas blancas que señalan hacia arriba y abajo. 
	Coarse focus 

	More…

Switch views 
	Indica que ahora estás listo para ver a través de los oculares. 
	

	
	Dar click en donde dice You are Looking at the microscope.

En este momento aparece en la pantalla la imagen de unos oculares y el campo microscópico. 
	

	Adjust oculars 
	Mover los oculares (abrir o cerrar) hasta tener una sola visión del campo microscópico.
	Adjust oculars 

	Adjust focus
	Mover el tornillo macrométrico hasta obtener una imagen
	Coarse focus

	Fine tuning
	1.Enfoque fino para obtener una imagen clara, para ello mover el tornillo micrométrico (tornillo pequeño localizado junto al macrométrico). 

2.Centrar la imagen con tornillos XY (campo encerrado en un círculo rojo) 

3.Abrir el diafragma iris 
	Fine focus

Center image

Adjust iris diaphragm 

	Switch objectives
	Cambiar al objetivo de 10X (mover con el revolver). 

Ajustar la luz con el diafragma iris y enfocar con el tornillo micrométrico 

Enfocar con el objetivo de 40X y con el de 100X, para ello: 

1. Ajustar la luz con diafragma iris

2. Enfocar con el tornillo micrométrico. 

Real: Antes de colocar el objetivo de 100X es necesario poner una gota de aceite de inmersión.
	Adjust iris diaphragm  

Fine focus

Adjust iris diaphragm  

Fine focus


** Con letras pequeñas se indican las acciones que no se realizan con los microscopios que ocuparemos en el laboratorio o bien, aquellas que no se realizan  en el simulador. 

ANEXO 2   

Try this (Ejercicios con el simulador).

Puzzles:

Each puzzle image is a specimen that is “off” by a bit. It may be out of focus, uncentered, too much or little light, or several of this. See if you can correct the view. Use the help check list to see how you did. 

Cada imagen del rompecabezas es un espécimen que puede estar desenfocado, sin centrar, con demasiada o con poca luz, o varias cosas a la vez. Trata de mejorar el enfoque. Puedes utilizar la lista de verificación (check list) para ayudarte a hacerlo.

Measurement:

These images give you a chance to use the ocular micrometer. Use X & Y controls to move the image. Rotate the top of the right ocular to rotate the micrometer. The size of a single micrometer unit is provided with each example. 

Estas imágenes te brindan la oportunidad de utilizar el ocular micrométrico. Utiliza los tornillos X y Y para mover la imagen. Rota el ocular derecho para girar la escala del ocular micrométrico. El tamaño de cada unidad (o línea) del micrométrico se indica en cada ejemplo.

M1. If each micrometer unit equals 10 micrometers at this magnification, how tall is the letter “e”, top to bottom?    

¿Si cada unidad del ocular micrométrico es igual a 10 micrómetros en este aumento (10X), cuál es la altura de la letra “e”?

M2. If the upper right of the field of view, is a cell that is nearly finished mitosis (chromosomes are mostly pulled apart). If each micrometer unit is equals 1.0 micrometers, how wide is the cell at it’s widest point?

En la parte  superior derecha del campo visual, está una célula que casi acaba la mitosis (los cromosomas se están separando). ¿Si cada línea del ocular es igual a 1.0 micras, cuánto mide la célula en el punto más ancho?

M3. There is a small bubble near the top of the field of view. If each micrometer unit is equals 1.0 micrometers at this magnification (100X), what is the diameter of the air bubble?

Hay una burbuja pequeña cerca de la parte superior del campo visual. ¿Si cada línea es igual a 1.0 micrómetros en este aumento (100X), cuál es el diámetro de la burbuja de aire?

Submit. Dar click en el botón para enviar los resultados y ver si la respuesta es correcta.
To rotate the micrometer, drag your cursor around the top of the right ocular cap in a circular motion. 
Para girar el ocular micrométrico, arrastra el cursor alrededor de la parte superior del ocular derecho con un movimiento circular.
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