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INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mas importante de las bac-
terias es su morfologia, definida por el tamafio, la
forma, el arreglo y la estructura. Existen bacterias en
forma redondeada denominadas cocos, en forma
cilindrica, denominadas bacilos y una tercera morfo-
logia como son las que tienen forma de espirales,
denominadas espirilos. A su vez cada categoria pue-
de subclasificarse con base a diferentes arreglos.

Estas caracteristicas pueden determinarse exami-
nando muestras al microscopio. Las células no tefii-
das son practicamente transparentes, pero pueden
observarse al microscopio de luz haciendo prepara-
ciones entre lamina y laminilla o con microscopios
especiales como por ejemplo: de contraste de fases o
de campo oscuro.

Cuando se dispone de un microscopio de luz, se
pueden tefir las bacterias para facilitar su visualiza-
cion. Si se tifle una muestra del cultivo extendida y
fijada en una lamina portaobjeto con un colorante da-
do, las células adquiriran el color del colorante afiadi-
do y podré observarse la forma, tamafio y el arreglo
de las mismas. Este tipo de coloracion se conoce con
el nombre de coloracién simple.
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Para obtener mayor informacion sobre la morfologia y composicién quimica de las
bacterias, debe recurrirse a tinciones diferenciales que involucran el uso de va-
rios reactivos y éstas pueden diferenciarse con base al color que retienen. Ej. Tin-
cion de Gram y Tincion de Ziehl Neelsen.

PREPARACION ENTRE LAMINA Y LAMINILLA

Este tipo de preparacion permite observar vivos a los microorganismos y resulta
muy util cuando se quiere determinar su motilidad. Estas preparaciones son muy
faciles de realizar, pues solo se coloca sobre la lamina portaobjeto la suspension
de microorganismos a observar y luego ésta se cubre con una laminilla. Entre los
principales inconvenientes que tiene esta preparacion, es que al no estar los mi-
croorganismos tefiidos, se dificulta su observaciéon al microscopio y se puede con-
fundir el movimiento microbiano con las corrientes internas que se producen a
causa de la evaporacion del medio a través del borde de la laminilla.

COLORACION SIMPLE

Las tinciones se basan en la utilizacion de colorantes que pueden clasificarse co-
mo naturales o sintéticos. Los naturales se utilizan principalmente con fines histo-
l6gicos. La mayor parte de los colorantes que se utilizan para tefir bacterias son
sintéticos, muchos de ellos son las anilinas y los derivados del benceno.

Se habla de coloracion simple cuando una muestra extendida se tifie con un solo
colorante. Si la preparacion se tifie con safranina, las bacterias adquiririan un color
rojo, si se utiliza azul de metileno, se tefiran de azul, si por el contrario se tifien
con cristal violeta, las bacterias apareceran tefiidas de color violeta, es decir adqui-
riran el color del Unico colorante que se utilizd. Este procedimiento permite distin-
guir la morfologia y estructuras internas de la célula bacteriana, como por ejemplo,
la presencia de endospora bacteriana. Existen coloraciones especiales que permi-
ten poner de manifiesto estructuras bacterianas como por ejemplo: flagelo, capsu-
la, endosporas, etc.

TINCION DE GRAM

En 1884, un bacteridlogo danés, Christian Gram, desarrollé una técnica de tincion
gue permite separar a las bacterias en dos grandes grupos: gram positivas y gram
negativas, basados en si retienen o no, el colorante primario (cristal violeta) luego
del proceso de decoloracion. Los organismos que retienen el cristal violeta luego
de la adicion del agente decolorante, el alcohol, aparecen como azul oscuro o vio-
leta, y se designan como gram positivos; aquellos que pierden el cristal violeta y
se tifien con el colorante secundario, la safranina, aparecen como rojos y se de-
signan como gram negativos.

Un examen minucioso de un extendido bacteriano tefido diferencialmente, provee
una informacién muy importante sobre la caracterizacién morfologica e identifica-
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cion de la muestra. Por ejemplo, una reaccion positiva o negativa a la Tincion de
Gram es sumamente importante como medio primario de clasificacion.

El procedimiento puede resumirse de la siguiente manera: una vez que la prepa-
racion ha sido fijada a la lamina portaobjeto, se afiade el colorante cristal violeta, el
cual se deja en contacto por 1 minuto y las células se tifien de color violeta, poste-
riormente se lava el exceso de colorante con agua destilada, luego se afade la
solucion de lugol, que actia como mordiente, y se deja en contacto por un 1 minu-
to. El yodo se combina con el cristal violeta y forma un compuesto que precipita
en el interior de la célula; este complejo puede extraerse facilmente con alcohol
etilico de las gram negativas, pero no se remueve facilmente de las gram positi-
vas. Una vez realizada la decoloracion se afiade el colorante de contraste, la sa-
franina, la cual se deja en contacto por 30 segundos; el exceso de colorante se
elimina con agua destilada. Las laminas asi preparadas se secan a temperatura
ambiente o con la ayuda de toallas absorbentes. Este procedimiento se esquema-
tiza en la siguiente figura:

GRAM + GRAM -
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¥
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llustracion de la apariencia de cocos gram positivos y de bacilos gram negativos en diferentes es-
tadios del procedimiento de tincion de Gram.

El por qué las bacterias gram positivas retienen el complejo cristal violeta-yodo y
las gram negativas no, ha sido un tema muy controversial. Una de las explicacio-
nes que se dan, esta relacionada con la naturaleza quimica de la pared celular de
las bacterias gram positivas que previenen la remocion del complejo con el alco-
hol. Otra teoria mantiene que la gruesa envoltura celular de las gram positivas,
especificamente la capa gruesa de peptidoglucano, se deshidrata y al encogerse
por el efecto del alcohol, ocasiona el cierre de los poros lo cual impide la salida del
complejo cristal violeta-lugol.
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En definitiva la pared celular es la barrera para la decoloraciéon. Si se altera la pa-
red celular de las bacterias gram positivas se transforman en gram negativas.
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Cell Membrane

Esquema de la envoltura celular de una bacteria gram positiva

EJERCICIO TEORICO

Antes de proceder a realizar el trabajo préactico los estudiantes deben completar el
siguiente cuadro. El mismo lo utilizaran al observar los extendidos tefiidos de los
cultivos que le entrego el profesor.

REACTIVOS TIEMPO RESULTADO
GRAM + GRAM -
Colorante primario Cristal violeta Morado
Mordiente Sol. de Lugol |1 minuto Morado
Agente decolorante Alcohol 95° 10-20 seg. Incoloro
Colorante de contraste Safranina 30 segundos | Morado

OBJETIVO
Al finalizar el ejercicio practico el estudiante estara en capacidad de:

Preparar una lamina con la muestra, realizar una tincion de gram, observar al mi-
croscopio con el objetivo de 100X y reportar los resultados.

PROCEDIMIENTO
PREPARACION DE LAS LAMINAS

Para realizar una coloracion, ya sea simple o diferencial, es necesario como pri-
mer paso, preparar el extendido de la muestra sobre la lamina portaobjeto vy fijarlo,
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para posteriormente afiadir el o los colorantes y observar la muestra tefiida bajo el
microscopio de luz.

Preparacion del extendido

1. Colocar en cada una de las laminas limpias, secas y desgrasadas, una gota de
solucion salina utilizando el asa de platino previamente esterilizada.

2. Tomar asépticamente con el filamento una pequefia muestra del cultivo solido
suministrado por el profesor y mezclar con la gota de solucion salina para ob-
tener una suspension. También puede utilizarse un cultivo liquido, en dicho ca-
so, la muestra se toma con el asa de platino y no es necesario colocar la gota
de solucién salina.

3. Extender la suspension con el asa de platino previamente esterilizada y enfria-
da.

5. Fijar la muestra extendida a la lamina utilizando calor.

Esto se logra pasando la lamina varias veces por la llama del mechero (maxi-
mo 3 veces). La ldmina no debe calentarse mucho y ello se verifica tocando
suavemente el dorso de la mano con lamina. El operador debe soportar el ca-
lor, sin quemarse.
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Tincion de Gram

Colocar las laminas extendidas vy fijadas en una bandeja adecuada y cubrir su
superficie con cristal violeta por un minuto. Lavar con agua destilada y escurrir.

Cubrir la superficie de la lamina con la solucion de lugol por un minuto. Lavar
con agua destilada y escurrir.

Colocar cada una de las laminas en posicion inclinada y decolorarlas con alco-
hol a 95° hasta que el color libre deje de salir (aproximadamente 10-20 segun-
dos). Lavar con agua destilada y escurrir.

Este es el paso méas importante de la coloracion ya que una excesiva adi-
cion del alcohol permite la salida del colorante primario de las células
gram positivas.

Cubrir las laminas con safranina por 30 segundos. Lavar con agua destilada y
escurrir.

Secar las laminas utilizando papel absorbente.
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Observacion bajo el microscopio de luz.

1.

Colocar una gota de aceite de inmersion sobre las laminas tefiidas y secas y
examinarlas bajo un microscopio de luz, utilizando el objetivo de inmersién.
(90X-100X).

Observar varios campos hasta encontrar aquél, donde las células estan ade-
cuadamente separadas, para permitir la visualizacién de la morfologia, arreglo
de las células, presencia de endosporas y su reaccion al Gram.

Precauciones

Para obtener una buena ldmina de Gram, es necesario tomar en cuenta ciertas
precauciones tanto en su preparacion como en su observacion bajo el microscopio
con el objetivo de inmersion.

1. Extendido: Este paso es importante ya que la preparacién debe ser fina y

no gruesa. Si se coloca demasiada muestra del cultivo bacteriano, el exten-
dido quedara muy grueso y una vez tefiido, sin la ayuda del microscopio se
observara una gran mancha coloreada, pero vista bajo el microscopio, con
el objetivo de inmersion, se observard una masa oscura de estructuras que
no pueden ser distinguidas en forma individualizada y el proceso de identifi-
cacion de la morfologia, arreglos y estructuras tipo endosporas, etc. se difi-
culta.

Fijacion: Si el extendido bacteriano no se fija adecuadamente, las células
bacterianas se pierden durante el proceso de tincion que involucra varios
lavados y trae como consecuencia la ausencia de bacterias tefiidas. Por el
contrario un sobrecalentamiento puede ocasionar la aparicion de artefactos
y la ruptura de la morfologia de las células bacterianas.

Antes de colocar la lamina en la platina determine en cual lado de la lamina
portaobjeto esta localizado el extendido.

Observe varios campos hasta encontrar aquél que permita una identifica-
cion de la morfologia, estructura y reacciéon al Gram.

RESULTADOS

Una vez realizada la observacion al microscopio, complete el siguiente cuadro y
reporte los resultados al profesor.
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Dibujo de las
células
bacterianas
en el campo
observado

Descripcion de
lo observado

Color de la
bacteria
tefiida

Reaccién al
Gram

ACTIVIDADES ADICIONALES

1. Investigar en la bibliografia dada al final del capitulo, otros tipos de tincion
bacteriana que se utilizan en Microbiologia.

a. Tincion de esporas

Géneros bacterianos que lo poseen

Tipo de colorante que se utiliza:

Como se observa bajo el microscopio:
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b. Tincion de la capsula

Géneros bacterianos que lo poseen

Tipo de colorante que se utiliza:

Como se observa bajo el microscopio:

c. Tincidén de flagelos

Geéneros bacterianos que lo poseen

Tipo de colorante que se utiliza:

Cbomo se observa bajo el microscopio:

d. Organismos acido resistentes

Géneros bacterianos que lo poseen

Tipo de colorante que se utiliza:

Como se observa bajo el microscopio:
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