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ESTUDIANTES.

LUGAR DE LA PRACTICA LABORATORIO E-303

TINCIONES APLICADAS EN EL LABORATORIO CLINICO Y

TITULO DE LA UNIDAD ANATOMIA PATOLOGICA

TEMA DE LA PRACTICA Tincion de Gram

RESULTADO DE APRENDIZAJE.

e Analiza las tinciones adecuadas para la preparacion de muestras tanto en hematologia, citologia e histopatologia,
considerando las caracteristicas morfologicas y bioquimicas de los componentes celulares y tisulares, con el fin
de obtener un diagndstico preciso y contribuir a la toma de decisiones clinicas.

OBJETIVO GENERAL | Analizar los método y técnicas para la realizacion del Tiempo de sangria
OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Aplicar correctamente la técnica de tincion de Gram para diferenciar bacterias Gram positivas y Gram
negativas

e Observar y analizar las caracteristicas morfologicas de las bacterias teflidas mediante microscopia optica
e Interpretar los resultados obtenidos para determinar la clasificacion bacteriana y su relevancia clinica

MARCO TEORICO

En la década de 1880, en un hospital de Berlin trabajé el médico danés Hans Christian Gram, quien desarroll6 la mas
importante tincion bacteriologica. El desarrolld una técnica de tincion en la cual observaba bacterias en tejidos de
pulmones de pacientes que morian de neumonia. El procedimiento que desarrollo, ahora llamado tinciéon de Gram,
demostro dos categorias generales de bacterias que causaban nemonia: algunas se tefiian de violeta y otras se tefiian de
rojo. Las bacterias tefiidas de azul fueron conocidas como Gram positivas, y las tefiidas de rojo como Gram negativas.
Pero fue hasta 1963 cuando M.R.J. Salton explico el mecanismo de diferenciacion de la técnica de Gram.
La tincion de Gram

Es una técnica fundamental en microbiologia que permite diferenciar bacterias segun las caracteristicas de su pared
celular, clasificandolas en Gram positivas y Gram negativas. Esta diferenciacion es esencial para la identificacion
bacteriana y la eleccion de tratamientos antibidticos adecuados.

Fundamento de la Tinciéon de Gram
La diferenciacion entre bacterias Gram positivas y Gram negativas se debe a la composicion y estructura de sus paredes
celulares:
Bacterias Gram positivas: Poseen una pared celular con una gruesa capa de peptidoglicano, lo que les permite retener
el colorante cristal violeta durante el proceso de tincion, adquiriendo una coloraciéon purpura.
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Bacterias Gram negativas: Tienen una capa de peptidoglicano mdas delgada y una membrana externa adicional
compuesta por lipopolisacaridos. Durante la tincion, pierden el colorante cristal violeta al ser decoloradas con alcohol y
se tifien con safranina o fucsina, adquiriendo una coloracion rosada o roja
Importancia de la Tincién de Gram en el Diagnéstico Microbiolégico
La tincion de Gram es esencial en microbiologia clinica por varias razones:
Identificacion preliminar de bacterias: Proporciona informacion rapida sobre la morfologia y tipo de pared celular
bacteriana, orientando el diagndstico inicial.
Seleccion de tratamiento antibidtico: La clasificacion en Gram positivos o negativos ayuda a elegir antibioticos
efectivos, ya que la estructura de la pared celular influye en la susceptibilidad bacteriana.
Valoracion de la calidad de muestras clinicas: Permite evaluar la presencia de bacterias y otros elementos celulares,
determinando la idoneidad de las muestras para cultivos posteriores.
Limitaciones de la tinciéon de Gram
Aunque es una herramienta valiosa, la tincion de Gram presenta ciertas limitaciones:
Bacterias no visualizables: Algunas bacterias, como las micobacterias o espiroquetas, no se tifien adecuadamente con
este método debido a la composicion tinica de sus paredes celulares.
Interpretacion subjetiva: La calidad de la tincion y la interpretacion pueden variar seglin la técnica utilizada y la
experiencia del observador.
Aplicacién en el Laboratorio
En el contexto de una guia practica de laboratorio, la tincion de Gram permite a los estudiantes:
Desarrollar habilidades técnicas: Aprender y perfeccionar la técnica de tincion, manejo de muestras y uso del
microscopio.
Interpretar resultados microbiologicos: Identificar y diferenciar bacterias basandose en su morfologia y caracteristicas
tintoriales.
Comprender la evaluacién clinico-microbioldgica: Relacionar los hallazgos de laboratorio con posibles infecciones y
tratamientos.
La tincion de Gram sigue siendo una técnica fundamental en microbiologia, proporcionando informacion crucial para el
diagnostico y tratamiento de infecciones bacterianas. Su correcta aplicacion e interpretacion en el laboratorio son
esenciales para la formacion de profesionales en ciencias de la salud.

MATERIALES Y METODOS
Equipos Materiales Reactivos
Centrifuga, microscopio Optico | tubos de ensayo, gradillas, placas porta objetos. cristal violeta, yodo, alcohol

acetona y safranina o fucsina,
aceite de inmersion

PROCEDIMIENTO / TECNICA:

La tincidon de Gram implica los siguientes pasos:

Fijacion de la muestra: Se coloca una muestra bacteriana en un safranina o fucsina y se fija mediante calor para adherir
las bacterias al vidrio.

Aplicacion del colorante primario (cristal violeta): Se tifie la muestra con cristal violeta, que penetra en todas las
bacterias. Durante 1 minuto

Adicion de lugol (yodo): El yodo actia como mordiente, formando un complejo insoluble con el cristal violeta dentro
de las células. Durante 1 minuto

Decoloracion con alcohol/acetona: Este paso diferencial elimina el complejo cristal violeta-yodo de las bacterias Gram
negativas debido a su estructura de pared celular, mientras que las Gram positivas retienen el colorante. Durante 15
segundos

Contratincion con safranina o fucsina: Se aplica un colorante de contraste que tifie de rosado o rojo las bacterias Gram
negativas, permitiendo su visualizacion. Durante 1 minuto

RESULTADO (Griéficos, calculos, etc.)

Los que se generen en la practica

OBSERVACIONES

Las que se generen en el transcurso de la préactica formativa

CONCLUSIONES

Al finalizar la practica formativa el estudiante escribird sus conclusiones de esta, en referencias a los resultados
microscopicos obtenidos

RECOMENDACIONES
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— Recordatorio: Aplicar y respetar las medidas de bioseguridad dentro del laboratorio: mascarillas N-95, gafas
protectoras, uso de mandil, guates, cobertor de cabello y uso de alcohol en spray.
— Recordatorio: norma de bioseguridad, tratar todas las muestras bioldgicas como potencialmente infecciosas.
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