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2. OBJETIVOS

General
Realizar diferentes técnicas de tincién para la visualizacién de estructuras celulares de bacterias.

Especificos:
e Adquirir destreza en el montaje y observacién de preparados microbiolégicos empleando

técnicas de tincién simple y diferencial.

e Aplicar en el laboratorio, principios teéricos de tincién para el reconocimiento de células y
estructuras procariotas

e Comprender la importancia de las buenas practicas de laboratorio y aplicacion de normas de
bioseguridad en el laboratorio de microbiologia.

REFERENTES CONCEPTUALES

Las tinciones en microbiologia son las primeras herramientas que se utilizan en el laboratorio para el
diagnostico de las enfermedades infecciosas asi como en la identificacion de microorganismos
habitantes de diferentes ecosistemas. Existe una gran variedad de tinciones que se han ido
desarrollando para la deteccién de los diferentes agentes infecciosos en los que se incluyen bacterias,
parésitos y hongos. La tincion de Gram se considera bésica en la valoracion inicial de muestras para
andlisis bacteriolégico, la tincion de Wright utilizada para el diagnéstico de enfermedades muy
particulares en el campo de la parasitologia y la de Ziehl-Neelsen, que se utiliza para el diagnéstico de
enfermedades crénicas como la tuberculosis o la actinomicosis. En el caso de la identificacion de

componentes estructurales de hongos la coloracién con azul de lactofenol es la més utilizada (1).
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La observacion microscopica puede efectuarse mediante el examen en fresco de una suspension
microbiana, lo que permite visualizar microorganismos vivos y reconocer sus movimientos, apreciar
sus distintas formas, tamafios y agrupaciones, o mediante un extendido o frotis coloreado, lo que
posibilita segun la técnica utilizada, diferencias microorganismos, observar su morfologia, tamafio y

agrupacion o la observacion de ciertos elementos facultativos como flagelos, capsula o endosporas

).

Los colorantes utilizados en microbiologia son sales, las cuales tienen un ion cargado positivamente y
otro negativamente, de los cuales uno esta coloreado. Cuando el ion esta cargado negativamente, el
colorante se clasifica como aniénico o acido, por ejemplo, el eosinato de sodio, el cual se ioniza como
sodio” y eosinato’. Cuando el ion coloreado es el cargado positivamente, el colorante se clasifica como
cationico o basico, por ejemplo el azul de metileno, el cual se ioniza como cloruro (-) y azul de
metileno (+) (3). Al poner en contacto una célula bacteriana con un colorante ocurre un intercambio
de iones entre el colorante y los sitios activos de las superficies o el interior de la célula. Los iones
tefiidos del colorante reemplazan a los iones de los componentes celulares, asi, por ejemplo, el cation

azul de metileno® reemplaza al cation Na* de las células dandoles color (3).

Segun la estructura que el colorante tifia en la bacteria, las coloraciones se han clasificado en:
coloraciones simples, en las que s6lo se emplea un colorante para el proceso, ejemplo azul de
metileno; coloraciones compuestas y diferenciales, en las cuales se usa mas de un colorante y con la
misma coloracién, las células se tifien de manera diferente, ejemplo Gram, Ziehl Neelsen, y
coloraciones especiales que permiten la observacion de estructuras especiales de la bacteria como

endosporas, glicocaliz, capsulas, flagelos (3,4).

En la practica de tinciones los estudiantes realizaran técnicas simples: tincidon con azul de metileno y
diferenciales: Gram para diferenciar las bacterias en Gram (+) y Gram (-), teniendo en cuenta la
composicion quimica de la pared celular (peptidoglucano). Tincion de Shaeffer Fulton para el

reconocimiento de endosporas y, en el caso de capsulas bacterianas, la coloracion negativa (4).

La tincion propuesta por el médico danés Christian Gram en 1884, es una de las tinciones
diferenciales mas utilizadas en bacteriologia, clasifica los cultivos bacterianos de menos de 24 horas
en bacterias Gram positivas y Gram negativas. Se fundamenta en la cantidad de peptidoglucano que
se encuentra en las paredes celulares de estas bacterias (Figura 1). La propiedad de tefiirse o no de

violeta oscuro (Gram positivas 0 Gram negativas) por esta coloracion es un criterio de clasificacion
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importante correlacionable con otras propiedades bacterianas. Tanto las Gram-positivas como las
Gram-negativas captan la misma cantidad de cristal violeta (CV) e iodo (I). EI complejo CV-I sin
embargo es atrapado dentro de la célula Gram positiva por la deshidratacion y la reduccion del tamafio
de los poros de la pared resultante del proceso de lavado con solvente. En contraste en las Gram

negativas la fina (y probablemente discontinua) capa de peptidoglicano no impide la extraccion por el

solvente del complejo (5).

- Peptidoglicano — Peptidoglicano

Membrana Plasmatica

] Espacio periplasmico

™ Lipopolisacérido
y-Proteina

Membrana
/ Plasmatica

Figura 1. Diferenciacion bacteriana de acuerdo con la morfologia de la pared. (6)

4, CONSULTA PREVIA

a) Explique la importancia de las tinciones en el estudio de los microorganismos.
b) ¢Cuél es el propésito y el procedimiento para realizar una tincion simple? ¢ Cuéles son las tinciones

simples mas utilizadas?

C) ¢Cual es el propoésito y el procedimiento para realizar una tincién compuesta? ¢ Cuéles son las

tinciones compuestas mas utilizadas?
d) ¢Cudles tinciones se utilizan para la tincion de BAAR (Bacterias acido alcohol resistentes)?

Explique el fundamento de cada una.

e) ¢Cudles tinciones se utilizas para observar flagelos y endosporas? Explique su fundamento.
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5. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

MATERIALES (Grupo 30 4 REACTIVOS (Grupo 25 EQUIPOS (Grupo 25
de estudiantes) estudiantes) estudiantes)
1 caja de Escherichia coli Frasco gotero con 20ml 1 microscopio
1 caja de Bacillus spp. Solucién salina fisiol6gica NaCl 1 mechero
2 asaredonda 0.9%

Gotero con 5ml de Aceite de
inmersion

Frasco gotero con 10ml de liquido
para limpieza de lentes

Frasco gotero con 20ml con
Colorantes de Gram

Frasco gotero con 20ml de Verde
malaquita

Frasco gotero con 20ml de Azul

de metileno

Materiales que debe traer el estudiante

Elementos de bioseguridad
10 Laminas portaobjeto

10 Laminas cubreobjetos

Toallas desechables

1 Encendedor

1 Lapiz de cera o marcador indeleble
Frasco de tinta china

Lapices de colores

6. PROCEDIMIENTO

La practica se divide en dos partes que se desarrollaran a criterio del docente.

PARTE A

Caracterizacién macroscoépica:

A partir de los cultivos de bacterias en medio sélido, describir las caracteristicas macroscépicas que

observa. Describa la morfologia bacteriana usando las siguientes caracteristicas (7,8)
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La consistencia de las colonias puede variar desde una
colonia seca que puede moverse sobre el agar con el
Consistencia (probarla con el asa) y textura | asa, hasta una colonia viscosa que se pega al asa y
forma filamentos o hilos mucosos cuando se trata de

separarla del agar.

Puede ser uniformemente brillante y suave o estriada
Superficie con muescas concéntricas o quebradas. Al examinar la
colonia con luz transmitida puede aparecer con textura

granular o amorfa

Esta caracteristica es muy comun en las bacterias
saprofitas (rojas, anaranjadas, amarillas, etc). De los
Pigmentacion (color) microorganismos patdégenos uno de los pigmentados
mas importantes es Staphylococcus aureus que tiene

un color amarillo dorado.

Opaca: No permite el paso de luz Trasldcida: Deja
Caracteristicas Opticas luz transmitida pasar la luz sin permitir la completa visibilidad de los
(observar a través de la colonia) objetos observados a través de la colonia.
Transparente: Deja pasar la luz permitiendo ver
claramente los objetos observados a través de la

colonia

MTIFORYE CAECHILAE 9 BLANA — |acusminaDa A sepEsnEane | lees Prosall .
FLMTIFQRYE ,'o_ IRAEGULAR ¢ | RECONDEADO | ) ESPICLLADE \

CIRCULAS 0 |RzoicE » 3* PLANOCONVEXA — [UMBILICADA NILADO W ELAMEMTOSO L

Forma Elevacion Borde

Figura 2. Forma, elevacion y bordes de colonias bacterianas.

Realizacién de frotis

* A partir de medio liquido: cargue el asa bacteriol6gica con una gota de cultivo y depositela
en un portaobjetos limpio realizando una extension en forma circular de la muestra hasta
conseguir una capa fina (frotis).

* A partir de un medio sélido: ponga una gota de solucién salina fisiolégica (NaCl 0,9%) estéril

en el portaobjetos. A continuacion cargue el asa con una pequefia cantidad de bacterias de
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una colonia del cultivo y re suspéndala en la gota hasta homogeneizar. Hagalo de forma

circular.

Fijacion al Calor

La preparacion se deja secar al aire libre, cerca al mechero.

Una vez seca, se procede a la fijacion, haciendo pasar la preparacion 3-4 veces por la llama
del mechero (la llama debe tocar la parte posterior del portaobjetos).

A partir de este momento la preparacion esta lista para tefiir y el procedimiento a seguir

depende del tipo de tincion.

Coloracién de azul de metileno (Tincidn simple) (Figura 3):

Tome una muestra de los cultivos de Escherichia coli y/o Bacillus spp. Puede realizarse una
tincién por separado o una mezcla.

Fije al calor la muestra.

Cubra con azul de metileno la preparacion y esperar 2 minutos.

Lave con agua. Tenga cuidado de que el chorro del agua caiga directamente sobre el
extendido.

Seque al aire y pase por el mechero tres veces.

Observe al microscopio hasta llegar al objetivo de 100X utilizando aceite de inmersion.

Coloracion de Gram (Tincion Diferencial) (Figura 3)

Realice el montaje de los cultivos de E. coli y Staphylococcus spp.

Afada 1 6 2 gotas de cristal violeta, hasta que se cubra por completo. Deje actuar el
colorante durante 1 min. Lavelo con agua.

Agregue 1 6 2 gotas de solucion lugol, y deje actuar durantel min.

Lavelo con agua.

Con cuidado, aflada gota a gota el alcohol-acetona dejar actuar 30 segundos. Lave con
agua.

Afada el colorante de contraste: safranina-fushina (1 6 2 gotas) y deje actuar durante 1 min.
Lave nuevamente.

Escurra y deje secar al aire.

Observe al microscopio a 100X con aceite de inmersion.

Dibuje sus observaciones. Tenga en cuenta la figura 4.
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Figura 4. Morfologia microscépica bacteriana (8)
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PARTE B
Coloracion de Shaeffer-Fulton para endospora (Tincién diferencial)
Procedimiento (Figura 3):

e Realice el montaje del cultivo Bacillus spp y fijelo al calor.
e Cubra con verde de malaquita y caliente durante 5 minutos hasta emision de vapores, sin que
la preparacion llegue a secarse. Adicione mas colorante cuando se esté secando.
e Deje enfriar la ldmina por 1 6 2 minutos.
e Lave con agua de llave por 30 segundos.
e Cubra la preparacion con safranina o fucsina de Gram por 30 segundos.
e Lave, escurra, limpie el reverso de la lamina, deje secar.

e Observe al microscopio con el objetivo de 100X con aceite de inmersion.

Coloracién con tinta china (coloracién negativa)

Procedimiento (Figura 3):
e Coloque una gota de tinta china sobre un portaobjetos y mezcle con una asada del cultivo de
Klebsiella spp. formando un extendido sobre la lamina.
e Deje secar al aire y fije brevemente con calor.
e Lave suavemente y sin flujo directo del agua de la llave para evitar perder el extendido.
Escurra y seque el frotis.
e Observe con el objetivo de 100X con aceite de inmersion.

Disponga las laminas utilizadas en el recipiente rotulado como “Descarte de laminas”
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INFORME DE LABORATORIO

Integrantes: Codigo:

TABLA DE RESULTADOS (1.5/5.0):

Con los resultados obtenidos y observaciones durante el desarrollo de la practica, complete las
siguientes tablas de resultados. Utilice cada uno de los circulos para realizar los dibujos de sus
observaciones, tenga en cuenta al realizar sus dibujos utilizar el color correspondiente a las células

coloreadas.

DISCUSION DE RESULTADOS (2.0/5.0)
Realice un analisis, correlacionando los resultados obtenidos y los conceptos tedricos que soportan la
practica. La discusion de resultados tiene un componente altamente tedrico y es necesario que la
informacion que soporte esta seccion sea citada y verificada en funcion de utilizar las referencias
pertinentes para el caso.
En su andlisis resuelva:
1. ¢Por qué se observan diferencias en coloracion entre las cepas analizadas por tincion de Gram y
no se observan con la tincion simple de azul de metileno?
2. Explique como se verian las células bacterianas en el procedimiento de tincibn de Gram si se
cometieran los siguientes errores:

a. Incubar el decolorante demasiado tiempo

b. Incubar el decolorante poco tiempo

c. No fijar por calor antes de tefiir
3. ¢De qué color se observarian las esporas si no se calienta el verde de malaquita?
4. ¢Cudles son las aplicaciones de las tinciones utilizadas?

5. ¢Qué se tifie y que no se tifie en la tincion de capsula?

CONCLUSIONES (1.0/5.0)
Presente la conclusién en forma de un Unico parrafo en el que se incluya los hallazgos de la practica

con su respectiva justificacion teodrica, y las habilidades personales adquiridas durante el desarrollo del
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laboratorio como aporte al ejercicio profesional.

BIBLIOGRAFIA (0.5/5.0)
Ingrese la lista de referencias utilizadas para la resolucién del informe. Organicelas de acuerdo a las
normas VANCUOVER.
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COLORACION SIMPLE

Colorante usado:

Magnificacion:

Nombre del microorganismo

Morfologia celular
e Forma
e Arreglos
e Color de la célula

COLORACION NEGATIVA

Colorante usado:

Magnificacion:

Nombre del microorganismo

Morfologia celular
e Forma
e Arreglos

e Color de la célula
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i Nombre del
COLORACION DE

GRAM

microorganismo 1: 2:

Nombre del microorganismo

Magnificacién:

Forma

Arreglos

Color

Reaccion a la
coloracién

(positiva/negativa)

COLORACION DE ENDOSPORAS

Nombre del microorganismo:

Magnificacién:

Color de las esporas

Color células vegetativas

Localizaciéon de la endospora
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