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Resumen

La utilizacién de los colorantes en los procesos de identificacién en microbiologia se
fundamenta en las propiedades fisicoquimicas de estas sustancias. En el campo de la fisica,
la 6ptica explica cémo todos los objetos son observables dependiendo de las longitudes de
onda que se absorben y se transmiten dentro del denominado “espectro visible”. Dichas
transiciones se deben, a su vez, a los compuestos quimicos y a los movimientos electrénicos
dentro de los 4tomos. Asi mismo, cuando interacciona un colorante con una célula o un
tejido, ocurren reacciones que dependen de grupos quimicos funcionales denominados
croméforos y auxocromos.

Dependiendo de los compuestos quimicos que los constituyen, los colorantes pueden ser
dcidos, bdsicos o neutros y esta connotacién se debe a la parte activa del colorante y a la

reaccién que ocasiona sobre las células microbianas.

De otra parte, las tinciones en microbiologia pueden ser simples o diferenciales, dependiendo
si toda la muestra se tifie de uno o mds colorantes. En el primer caso se encuentra el ejemplo
de la coloracién con azul de lactofenol y en el segundo, la coloracién de Gram.

En el presente articulo se resenan las principales coloraciones utilizadas en microbiologia y

se explican los fundamentos fisicos uimicos de dichos procesos.
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Abstract

Theuseofdyesin theidentification processes in microbiology is based on the physicochemical
properties of these substances. In the field of physics, optics explains how all objects are
observable depending on the wavelengths that are absorbed and transmitted within the
so-called “visible spectrum”. These transitions are, in turn, due to chemical compounds
and the electronic movements within atoms. Likewise, when a dye interacts with a cell or
tissue, reactions occur that depend on functional chemical groups called chromophores and
auxochromes.

Depending on the chemical compounds that constitute them, the dyes can be acidic, basic
or neutral and this connotation is due to the active part of the dye and the reaction it causes
on the microbial cells.

On the other hand, stains in microbiology can be simple or differential, depending on
whether the entire sample is stained with one or more dyes. In the first case is the example

of the lactophenol blue staining and in the second, the Gram staining.

This article describes the main colorations used in microbiology and explains the physical
and chemical foundations of these processes.

Keywords: Dye, Visible Spectrum, Functional Groups, Microbiology.

Introduccion

Las coloraciones o tinciones en microbio-  identificacién presuntiva o definitiva de los

logia se constituyen en el primer paso del microorganismos.

proceso del andlisis en el laboratorio para

la identificacién presuntiva de agentes in- Desde hace mis de un Siglo’ la microscopfa

fecciosos. ha ayudado a resolver problemas de etiolo-

gia microbiana (1). Hay una gran variedad

En el andlisis microbiolégico, el microsco-  de tinciones que se han ido desarrollando

pio €S la principal herramienta que N utiliZa para la deteccién de lOS diferentes agen_

de forma rutinaria, por cuanto suministra  tes infecciosos como bacterias, pardsitos y

informacidn sobre la morfologia, asociacién
y afinidad por la o las coloraciones para la

hongos. La tincién de Gram se considera

bdsica en la valoracién inicial de muestras
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para andlisis bacteriolégico, mientras que
tinciones como las de Wright son utiliza-
das para el diagnéstico de enfermedades re-
lacionadas con parasitos (2). Existen otras
técnicas tintoriales especificas de gran uti-
lidad, como la tincién de Ziehl-Neelsen,
que se utiliza para el diagndstico de baci-
los dcido alcohol resistentes, o la tincidén de
azul de lactofenol, que conserva y tifie los
componentes estructurales de los hongos.
En general, las diferentes tinciones que se
utilizan en el laboratorio de microbiologia,
son técnicas sencillas, rdpidas y que aportan
informacién fundamental para el diagnés-
tico y procedimiento terapéutico oportuno
de multiples patologias de origen infeccioso

(3).

Los colorantes son sustancias que tienen la
capacidad de teqir células, estructuras o te-
jidos; y de acuerdo con su origen, permiten
hacer visibles los objetos microscépicos y
transparentes, conocer su forma y tamano,
asi como sus estructuras internas y exter-
nas. Los colorantes hacen parte de reaccio-
nes quimicas especificas y de acuerdo con
su origen, se pueden clasificar en naturales,
aquellos que son extraidos de plantas o ani-
males, y artificiales, los que se extraen de
minerales y son procesados en el laborato-
rio. En cuanto a su estructura quimica los
colorantes estdn constituidos por un grupo
funcional croméforo y un auxécromo (4).

En un colorante, el croméforo es un grupo
funcional que cuenta con una alta densidad
electrénica y por lo tanto se pueden clasifi-

car de la siguiente manera:

Principios fisicoquimicos de los colorantes

* Dobles y triples enlaces carbono-carbono

* Anillos aromdticos

* Grupos carbonilos, imino, diazo y nitro

» Estructuras que presenten enlaces entre el
carbono y dtomos con pares de electrones

libres.

Por su parte, los auxocromos, son sustitu-
yentes del croméforo y alteran los valores
de las longitudes de onda en las que se pre-
sentan las absorciones de la luz. General-
mente, los auxocromos son grupos mucho
mds sencillos que los croméforos, como es
el caso de grupos metilo (-CH3), halégenos
(-X), hidroxilos (-OH), y amino (-NH2).

Dependiendo de la sustitucién en el cro-
moéforo y el sustituyente o auxocromo, los
efectos que se logran en la molécula del co-
lorante se han clasificado de acuerdo al des-
plazamiento de la banda de absorcién en el

espectro.

Si el auxocromo causa una absorcién del
croméforo hacia longitudes de onda mayo-
res se denomina batocrémico.

Si el auxocromo causa una absorciéon del
croméforo hacia longitudes de onda meno-

res se denomina hipsocrémico (5).

Fundamento fisicoquimico de las
coloraciones

De acuerdo con lo anterior, un colorante es
un compuesto orgdnico que al aplicarlo a

un sustrato (orgdnico o inorgdnico) le altera
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la propiedad fisica del color atendiendo a la
modificacién en las zonas de absorcién del

espectro visible.
* Color y colorantes

De acuerdo con Flores y cols.: “...1a bus-
queda de la esencia del color se pierde en la
antigiiedad...” (6). La anterior afirmacién
se centra en que a través de los tiempos, des-
de fisicos hasta sic6logos, pasando por qui-
micos y artistas, han definido el color desde
sus propios intereses y lo han ligado a su
campo de desempeno. Todos hemos tratado
de brindar una definicién a un fenémeno
fisico/quimico tan etéreo, pero a la vez tan
perceptible que se conoce como “color” y
que nos permite aproximarnos y hacer visi-

ble aquello que no nos es conocido.

En términos fisicoquimicos se puede defi-
nir el color a partir de las transiciones elec-

trénicas que ocurren al interior de los dto-
mos y que permiten simultdneamente dos
fenémenos (la absorcién y la emisién) de
radiacion en el espectro denominado visible
(400nm a 700nm) que es perceptible por el
ojo humano (6).

Asi, las transiciones electrénicas de los 4to-
mos que constituyen una sustancia, per-
mitirdn la observacién (color) de las ondas
que no son absorbidas de toda la gama del
espectro visible de energia por parte de los

electrones.

La anterior definicién para el color estd aso-
ciada a una “sustancia” que absorbe y emite
energia en el intervalo del espectro visible
(400nm a 700 nm) y los colores correspon-
den al Gnico rango que no se absorbe y que

es visible al ojo (4).

Tabla 1. Rangos de longitudes de onda para los diferentes colores.

~470-500 ~700-620 Rojo
~430-470 ~620-592 Naranja
~400-430 ~592-578 Amarillo
~610-700 ~578-500 Verde
~590-610 ~500-450 Azul
~570-590 ~450-400 Violeta
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Si las transiciones electrénicas ocurren en
intervalos por debajo de 400nm correspon-
den a absorciones que se “observan” en el
espectro infrarrojo, y no serdn detectadas
por el ojo como colores; asi mismo, si las
transiciones ocurren por encima de 700nm
corresponden a absorciones que se “obser-
van” en el espectro ultravioleta y tampoco
serdn detectadas por el ojo como colores.

La 6ptica ha permitido establecer que los
objetos son visibles dependiendo de la luz
que sobre ellos incida y de acuerdo a lo an-
terior el color que tome dicho objeto de-
pende de la radiacién que el mismo emita

(7).

En este sentido, si el objeto es verde toda
la luz que incide sobre él se descompone y
transmite al ojo solo la longitud correspon-
diente al rango entre 500 y 578 nm, el resto
lo absorbe gracias a las transiciones electré-
nicas que ocurren en los niveles de energia
de los dtomos que lo componen.

Como se menciond anteriormente, los res-
ponsables de los colores en los compuestos
son los croméforos y sus colores se inten-
sifican o modifican por la presencia de los

auxocromaos.

La alta densidad electrénica presente en al-
gunos grupos funcionales explica por qué
son considerados cromdéforos por excelencia

(5).

Figura 1. Grupo Azo.

N=—N

Grupo Azo

Principios fisicoquimicos de los colorantes

En el grupo AZO, cada dtomo de nitrégeno
posee 5 electrones de valencia de los cuales
comparte 2 con el otro dtomo de nitrégeno
y uno queda disponible para enlazarse bien
sea con un radical aromdtico o alifdtico. Esto
quiere decir que el grupo funcional cuenta
con alta densidad electrénica aportada por
pares de electrones libres que no intervie-
nen en los enlaces; y ademds, existen elec-
trones en orbitales “p” que constituyen en-
laces “pi” entre los dos dtomos. Lo anterior
facilita la movilidad de los electrones y las
absorciones de energia que, como ya se esta-
blecié ocasionan el color (8). La presencia
o no de este grupo ha permitido clasificar
los colorantes en azoicos y no azoicos.

Figura 2. Grupo Nitro y grupo nitroso.

/O

Grupo Nitro

)

Grupo Nitroso

—N=0

De otro lado, en los grupos NITRO y NI-
TROSO, la configuracién electrénica del
nitrégeno en los grupos es: 1s?2s?2p° , y la
configuracién del oxigeno en éstos mismos

grupos es: 1s?2s?2p*.

En las asociaciones moleculares, entre el
dtomo de nitrégeno y el de oxigeno se con-
jugan altas densidades electrénicas de estos
elementos electronegativos. Con el fin de
alcanzar la estabilidad quimica, puede ocu-
rrir que se presenten enlaces con uno o dos
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dtomos de oxigeno en los que intervienen

«._»

electrones procedentes de orbitales “p”.
Una situacién similar ocurre en los grupos
funcionales “TIO” en los que se presentan
enlaces covalentes entre el dtomo de azufre y
el de carbono e igualmente la densidad elec-
trénica es muy alta alrededor de los nicleos
de los dtomos mencionados, presentando
cada uno de los dtomos las siguientes distri-
buciones electrénicas: carbono: 1s*2s2p?y
azufre: 1s* 2s? 2p° 3s® 3p*.

Figura 3. Grupo Tio.

N\

/ C— S | GrupoTio

Un factor que aumenta la concentracién
de electrones en estos croméforos estd rela-
cionado con que usualmente se encuentran
asociados a anillos aromdticos que aportan
electrones a las nubes electrénicas; y por
ende, a las transiciones en los niveles atémi-
cos, ocasionando alteraciones en el espectro
visible, que como ya se anotd, originan el
fenémeno del color.

Por su parte, las estructuras de los auxocro-
mos corresponden a grupos menos comple-
jos y con menores densidades electrénicas.

Tal es el caso de los grupos hidroxilo (-OH);
metoxi (-OCH,); amino (-NH,) y los halé-
genos (Cl, I, Br).

En general, cuanto mayor sea el numero de

dobles ligaduras conjugadas en un grupo

funcional, mejor se comportard como cro-
méforo debido a que las transiciones elec-
trénicas se facilitan en atencién a la diferen-
cia entre los niveles de energia. Asi mismo,
entre mayor numero de enlaces conjugados
haya en la molécula mayor es el rango de
longitud de onda absorbida y mayor tam-
bién la intensidad del color (9).

Siguiendo lo planteado por Magdalena “...
un colorante es un tinte extraido de plantas
o animales (de origen natural) o de minera-
les procesados en un laboratorio; mientras
que un pigmento es una sustancia natural
o artificial, que no es soluble en agua ni en
aceite, que se usa para colorear, opacar o
transparentar el color de un objeto” (10).

Teniendo en cuenta las estructuras quimi-
cas generales de los colorantes y la densidad
electrénica que en ellos se presenta, la pro-
piedad de tefir depende principalmente del
cardcter dcido o bdsico del grupo funcional
(croméforo) (11).

De acuerdo con lo anterior, la clasificacién
segun la acidez de los colorantes es de es-
pecial importancia en el trabajo con dichos
compuestos en el campo de la microbiolo-

’

gia.

Colorantes neutros: se obtienen a partir de
los precipitados provenientes de soluciones
acuosas en las que se encuentran disueltos
croméforos con caracteristicas dcidas y ba-
sicas (8, 10). El colorante se produce disol-
viendo el precipitado en alcohol, tal es el
caso de la Giemsa.
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En la tincién de Giemsa, se combinan el ca-
ricter basico de los colorantes azul de meti-
leno, Azure A y Azure B y el caricter 4cido
de la eosina, lo que ofrece un espectro am-
plio de colores dependiendo de los ajustes

de pH.

Colorantes bdsicos: 1a accién colorante estd
a cargo del catién, mientras que el anién no
tiene esa propiedad. Un ejemplo es el azul
de metileno (cloruro de metiltionina). El
grupo amino (bdsico) es el grupo funcional

activo en la molécula (12).

Figura 4. Cloruro de Metionina.

N
N
R +/;;'3:'CH3
S ~ N
cl CH

Cloruro de metionina

Colorantes dcidos: la sustancia coloran-
te estd a cargo del anién, mientras que el
catién no tiene esa propiedad. Un ejemplo
es la Eosina o Eosinato de sodio. El grupo
carboxilo (4cido) es el grupo funcional acti-
vo en la molécula (12).

Figura 5. Eosinato.

Eosinato

Principios fisicoquimicos de los colorantes

Al momento de la coloracién, ocurre una
combinacién de procesos fisicos y reaccio-
nes quimicas: la solubilidad y las interac-
ciones moleculares son claves para explicar
el fenémeno de tincién (12).

* Procesos Fisicos

Al contacto con el colorante ocurre un fe-
némeno de absorcién, similar al que tiene
lugar en las materias porosas, dicho com-
puesto penetra al interior del sustrato apro-
vechando los espacios intersticiales y la
cohesién molecular, sin que ocurra enlace
quimico. Es un proceso que se explica simi-
lar a la solubilidad de una sustancia en otra

(11).
* Reaccion Quimica

Las células microbianas contienen compues-
tos entre los cuales se encuentran los dcidos
nucleicos. Debido a la presencia de los gru-
pos fosfato en dichos dcidos, se concentran
en las moléculas cargas negativas, las cuales
facilitan combinaciones con los colorantes
de tipo bdsico catidnicos (13, 14).

De otra parte, los colorantes dcidos, anié-
nicos, no tifien la célula y por esto, se em-
plean como colorantes de contraste, como,
por ejemplo: el azul de metileno o la eosina
que no colorean al microorganismo, pero si
el fondo del campo microscépico (14).

Las coloraciones pueden ser simples cuan-
do toda la muestra se tine del mismo color

y se utiliza un sélo colorante: es el caso de
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azul de metileno de Loeffler o tinta chi-
na. De otra parte, la coloracién diferencial
ocurre cuando se visualiza mds de un color
porque se utiliza un colorante primario y
otro de contraste. En algunos casos tam-
bién se emplean mordientes y sustancias
decolorantes, como en la coloracién de
Gram o Ziehl-Neelsen; o en coloraciones
cuando se utilizan anticuerpos marcados
con una molécula fluorescente para iden-
tificar estructuras celulares especificas, de-
nominadas coloraciones inmunocitoqui-
micas (12, 15).

Algunas preparaciones bioldégicas requie-
ren antes de su proceso de coloracién, la
fijaciéon de las muestras, con el propdsito
de preservar la geometria estructural y qui-
mica de las células que se desean visualizar,
y esta fijacién se puede realizar por méto-
dos fisicos o quimicos.

Entre los procesos de fijacién fisicos se
encuentran la desecacién, calor seco, ca-
lor himedo, ultrasonido y microondas; y
en los de fijacién quimicos se encuentran
procesos de oxidacién en los que se utili-
zan compuestos que tienen la propiedad de
comportarse como oxidantes, tales como
el éxido crémico (Cr,O,), dcido acético
(CH,COOH), écido picrico (C.H,OH(-
NO,),, acetona (CH,COCH,), dicromato
de potasio (K2Cr207) y reductores como
aldehidos y alcoholes entre los que se en-
cuentran: el formaldehido (CH,O), glu-
taraldehido  (OHC(CH,),CHO), etanol
(C,H,OH), metanol (CH,OH) y paralde-
hido (C,H ,0,) (15).

El método de fijacién mds utilizado en mi-
crobiologfa es el fisico, por medio del calor
seco, que consiste en exponer directamente
la l1dmina con la preparacién a la llama del
mechero. Este procedimiento detiene los
procesos vitales de los microorganismos
sin alterar sus estructuras. Parece sencillo,
pero hay que tener en cuenta que la so-
breexposicién al calor, o la exposicién en
una zona incorrecta de la llama (zona fria,
zona caliente y zona de fusién) incide en el
efecto deseado; asi, es muy comidn provo-
car alteraciones morfoldgicas y destruccién
celular. El tiempo de preservacién del ex-
tendido por este método es corto. De otro
lado, los métodos quimicos ofrecen mejo-
res resultados para la fijacién, ya que son
liquidos-solventes con potencial alto de
difusién intracelular y detienen procesos
enzimdticos que provocan autolisis. Estos
fijadores tienen la capacidad de interactuar
con biomoléculas como proteinas, glico-
proteinas, péptidoglicanos, lipidos, glico-
lipidos, lipoproteinas, pigmentos, dcidos
pécticos y nucleicos; ademds preservan la
arquitectura de la pared celular y evitan la
sobrecoloracién (15).

Dentro del proceso diagnéstico microbio-
légico que incluye coloraciones, se debe
incluir el control de calidad, mediante
la realizacién de la tincién de un agente
infeccioso ya identificado, el cual serd el
control positivo.



Examen microscopico de muestras
clinicas sin tincion

Es el montaje directo hiimedo o examen en
fresco, en el cual las muestras se extienden
directamente sobre la superficie de un por-
taobjetos para su observacién. El material
que es demasiado espeso para permitir la

diferenciacién de sus elementos puede di-
luirse con igual volumen de solucién salina
y a continuacién se deposita un cubreobje-
tos sobre la superficie del material.

Fotografia 1. Nemdtodo en solucién salina. /L. Corrales.

Este tipo de preparacién se emplea para de-
tectar trofozoitos méviles de pardsitos intes-
tinales como Giardia, Entamoeba, huevos y
quistes de otros pardsitos, larvas y gusanos
adultos, Trichomonas, hifas de hongos o va-
ginosis causada por Gardnerella vaginalis

(16).
Examen microscopico de las
muestras clinicas con tinciones

Como se menciond anteriormente, los colo-
rantes pueden ser bdsicos o dcidos, depen-

diendo de si la carga es positiva o negativa;
entre los primeros se encuentran el azul de
metileno, cristal violeta y safranina, mien-
tras que en el segundo grupo se encuentra
ademds de la eosina, la nigrosina.

Por su parte, los colorantes liposolubles se
mezclan con los lipidos celulares y los ti-
fien, este es el caso del Negro Suddn (17).

Los dcidos y las bases libres son, en general,
poco solubles, por lo que en microbiologia
se utilizan casi exclusivamente las sales de
los dcidos y de las bases colorantes. Los lla-
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mados colorantes bdsicos contienen un ca-
tién coloreado unido a un anién incoloro
y los 4cidos constan de un catién incoloro
unido a un anidén coloreado.

Los bésicos son los mds usados en bacterio-
logia, debido a que las bacterias, ricas en
dcidos nucleicos, portan cargas negativas en
forma de grupos fosfato, los que se com-
binan con los colorantes cargados positi-
vamente. Dentro de éstos los mds emplea-
dos son: tionina, azul de toluidina, azul de
metileno, fucsina, cristal violeta, violeta de
genciana, verde metilo, safranina y verde de
malaquita; y entre los dcidos se encuentran
naranja G, 4cido picrico, fucsina 4cida y eo-

sina.

Los colorantes 4cidos se utilizan en técni-
cas especiales, coloraciones negativas o para
tefiir algunas estructuras bacterianas, fun-

damentalmente citoplasmdticas. Existe un
grupo de sustancias, cuya base y dcido tie-
nen cardcter colorante, y son denominadas
colorantes neutros. Entre ellos se encuen-
tran los eosinatos como el de azul de meti-
leno, azul de toluidina y violeta de metilo

(18).

Tincion simple

En estas se utiliza un solo colorante, por lo
que todas las estructuras celulares se tifien
con la misma tonalidad (tinta china, azul
metileno de Loeffler, azul de lactofenol). Se
basa en el hecho de que las células tienen
una composicién quimica diferente a la de
su entorno, de modo que ambos se compor-

tan de forma diferente frente al colorante
(19, 20, 21).

Fotografia 2. Estructura micética coloreada con azul de
lactofenol. /L. Corrales.




Tincion diferencial o compuesta

En estas se utilizan varios colorantes com-
binados, las estructuras celulares se diferen-
cian en funcién de los colorantes que fijan.
Se basan en el hecho de que distintos tipos
de células tienen distinta composicién qui-
mica; y por lo tanto, reaccionan de forma
diferente frente a una tincién, lo que per-
mite clasificar los microorganismos en dife-
rentes grupos. Los ejemplos cldsicos serian
la tincién de Gram o la de Ziehl-Neelsen

(19, 20).

Tincion selectiva

Se basan en el hecho de que existen estructu-
ras celulares con una composicién quimica
determinada afin por uno de los colorantes
que se aplican en la tincién, de modo que se
tinen selectivamente como las esporas, los

flagelos y los grdnulos metacromdticos, en-
tre otros (19, 20).

Coloraciones mas frecuentes en
microbiologia

Coloracion de Echyo Riv

Es una técnica de coloracién simple que
permite observar la morfologia bacteriana,
sea esta respectivamente de cocos, bacilos,
espirilos o espiroquetas. Todas las estructu-
ras se tifien de la misma tonalidad. Para esta
coloracién se usa la fucsina y el bicarbona-
to de sodio (NaHCO3). Es una coloracién
simple, por lo que las células se tenirdn de
un mismo color.

La bacteria tiene una carga negativa confe-
rida por el citoplasma y los dcidos nuclei-
cos, mientras que la fucsina tiene una carga
bdsica (catidnica); por lo tanto, por atrac-
cién electrostdtica se atraen; y el bicarbona-
to ayuda en la estabilizacién de cargas (20,
22).

Fotografia 3. Espiroquetas coloreadas por la técnica de Echio Riv./ L.Corrales.




84

NOVA. 2020; 18 (33): 73-100

Tincion de Gram

En bacteriologia la tincién de Gram es una
herramienta fundamental para diferenciar
distintos tipos de bacterias segtin su colo-
racién, morfologia y asociacién (23). En
1884,

esta técnica y de acuerdo a los componentes

el Doctor Chistian Gram desarrolld

estructurales que presentan las bacterias se
pueden clasificar en Gram positivas y Gram
negativas, de acuerdo con la composicién
de su pared (24). La pared bacteriana, co-
rresponde a la estructura que da forma a la
célula y la protege de lisis osmdtica, accién
de sustancias tdxicas y es el lugar sobre el

cual acttian varios antibidticos (25, 26).

Figura 6. Estructura de la pared bacteriana de Gram positivas y Gram negativas / L. C. Corrales.,
A. P. Gonzilez.
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Pared de las bacterias Gram negativas

Los principios de la tincién de Gram estdn
basados en las caracteristicas de la pared
celular de las bacterias, la cual le confiere
propiedades determinantes a cada microor-
ganismo. La pared celular de las bacterias
Gram negativas estd constituida por una
capa fina de péptidoglicano y una membra-
na celular externa, mientras que las bacte-
rias Gram positivas poseen una pared celu-
lar gruesa constituida por péptidoglicano,
pero no cuentan con membrana celular ex-
terna. Asi pues, la composicién quimica y
el contenido de péptidoglicano en la pared
celular de las bacterias Gram negativas y

Gram positivas explica y determina las ca-
racteristicas tintoriales (16, 26).

Esta tincién se basa en colocar como colo-
rante primario cristal violeta, el cual tiene
afinidad por el péptidoglicano de la pared
bacteriana. Posteriormente, se coloca lugol,
el cual sirve como mordiente e impide la
salida del cristal violeta por la formacién
de un complejo cristal violeta-yodo que sa-
tura los espacios del péptidoglicano de la
pared bacteriana. Posteriormente, se apli-
ca una mezcla de alcohol-acetona, la cual

deshidrata la pared bacteriana y cierra los
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poros de la misma. También destruye la
membrana externa de las bacterias Gram
negativas, debido a que esta es soluble a la
accién de solventes orgdnicos, como la mez-
cla de alcohol-acetona. Las bacterias Gram
positivas, al contener una gran cantidad de
péptidoglicano, retienen con mayor fuerza
este complejo, mientras que las Gram nega-
tivas no lo pueden retener por poseer menos
cantidad de péptidoglicano. Por ultimo, se
coloca fucsina, la cual actiia como coloran-

Principios fisicoquimicos de los colorantes

te secundario o de contratincién y tifie las
bacterias que no logran retener el complejo
cristal violeta-yodo.

Hay bacterias de un mismo género que pue-
den observarse en la misma muestra como
Gram positivas y como Gram negativas, a
esto se le denomina tincién Gram variable,
secundaria a alteracién en nutrientes, es-
tructuras, temperatura, pH o concentracién
de electrolitos en la célula.

Fotografia 4. Tincién de Gram de muestra de secrecién vaginal. Se observan células gufa en
vaginosis bacteriana, con flora bacteriana Gram variable. / L. Corrales.

No todas las bacterias se tifien por esta téc-
nica, pues hay algunas que carecen de pared
celular, como mycoplasmas (27) o su pared
celular tiene una composicién quimica dife-
rente como las micobacterias, que cuentan
con una gran cantidad de dcidos micélicos
y requieren otro tipo de coloraciones espe-
cificas (22, 28).

Figura 7. Estructura molecular de cristal violeta.
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El cristal violeta corresponde al nombre co-
mun asignado a un tipo de colorantes en
los que se encuentra una mezcla de N-te-
tra, N-penta y N-hexametil p-rosanilinas.
Especificamente, el reactivo usado para la
prueba de Gram corresponde al derivado
que tiene 6 sustituciones metilicas. Precisa-
mente, debido a la alta sustitucién de gru-
pos metilo, éste compuesto es el que brinda
una tonalidad violeta mds oscura y se cono-
ce como violeta 10B. Los grupos metilo son
los que se constituyen en los auxocromos
responsables, en buena parte, de la forma-
cién del enlace complejo que da origen a la
tincién (8, 9).

Reactivo de Lugol

Lo primero que hay que aclarar con respecto
al reactivo de Lugol es que no corresponde a
una sustancia pura; es decir, no es un com-
puesto con una formula quimica especifica,
sino que su accién se debe precisamente a la

mezcla en forma homogénea y en solucién
acuosa de Yoduro de Potasio (KI) y Yodo
(12).

Asi la solucién de lugol estd compuesta por
una mezcla saturada de Yodo, que deja dis-
ponible a este elemento para que reaccione

en forma de iones.
KI + Iz Y /02cla saturada de yodo soluble en agua

El reactivo denominado ‘Lugol’, fue utiliza-
do por primera vez por el Dr. Jean Guillau-
me Auguste Lugol (1786-1851) (29), quien
utilizé esta solucién para tratar la escréfula

(conocida cominmente como la enferme-
dad de las paperas). El proceso infeccioso es
causado por el Mycobacterium tuberculosis.
El doctor en mencidn realizé publicaciones
en las que resaltaba el tratamiento para di-
cha enfermedad utilizando una solucién en
la que se mezclaban Yodo (I) con Yoduro de
Potasio (KI). Posteriormente, y con base en
estas investigaciones, se implementé el uso
del elemento yodo en el tratamiento de la

enfermedad del bocio (30).
Alcohol-Acetona

Estos dos compuestos actiian en forma de
solucién y dan origen a un reactivo que,
al igual que el lugol, no corresponde a una
sustancia pura. La solucién alcohol-aceto-
na, tiene propiedades deshidratantes que
permiten en primera instancia la captura
de las moléculas de agua de la membrana,
debido a interacciones moleculares que se
explican por la formacién de dipolos entre
las moléculas. De esta manera, se entien-
de el efecto decolorante en las paredes de
las bacterias gramnegativas, teniendo en
cuenta que el alcohol-acetona desorganiza
dichas membranas constituidas principal-
mente por lipoproteinas y lipopolisacdridos
lo que permite la salida del colorante pri-

mario (cristal violeta).

Figura 8. Mezcla de propanona y etanol.
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Figura 9. Estructura Molecular de la Fuscina Bisica.
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La fuscina bdsica, como colorante de con-
traste, corresponde al reactivo denominado
Violeta Acido 19, que a su vez es identifica-
do por la férmula quimica condensada de:

C20N3H17O983Na2. La funcién especifica de

contraste se explica por la presencia tanto
de los anillos como del grupo NH, y su fun-
cién es hacer visibles a las bacterias Gram
negativas debido a la formacién de un com-
plejo coloreado “rojo” (31).

La pared celular de las bacterias Gram posi-
tivas logra la retencién del primer coloran-
te, debido al espesor aproximado de 80nm
del entramado de varias capas de péptido-
glicano, por lo cual, no toma la fuscina.

Fotografia 5. Tincién de Gram de una muestra directa de secrecién uretral, se observan los
Polimorfonucleares Neutréfilos y diplococos Gram negativos intracelulares. /L. Corrales.




El reporte se realiza de acuerdo a la morfologia, asociacién y color observado.

Fotografia 6. Flora mixta al Gram / L. Corrales.

Fotografia 7. Diplococos Gram negativos/L. Corrales.

Fotografia 8. Bacilos Gram positivos/L. Corrales.

Para el reporte del informe, es importante,
tener en cuenta:

Forma: cocos (esféricos), bacilos (basto-
nes, cilindros), cocobacilos (bastones cor-
tos, ovoidales), vibrios (bacilo en forma de

coma), espirilos (bacilos en forma de tira-
buzén).

Agrupamiento: aislado (individual), diplos,
parejas, tetradas, cadenas, racimos, empali-
zadas.



Tincion negativa o Burry

Este tipo de tincién fue disefiada para mi-
croscopia de luz con el fin de rodear y de-
linear las bacterias no tenidas. Este método
es muy util, de bajo costo y valioso por la
informacién que provee sobre las bacterias
que pueden presentar cdpsula, ya que pro-
porciona un resultado presuntivo (32). La
cdpsula estd compuesta por una capa adicio-
nal de polisacdridos, los cuales se encuen-

tran fuertemente unidos a la pared celular y
ofrecen permeabilidad a la misma (33, 34).

El fundamento es simple: se tine el exterior,
pero no el interior de células; es decir, no se
colorean sus estructuras. Adicionalmente,
sélo requiere tinta china como colorante:
las particulas de carbono de la tinta no lo-
gran penetrar la cdpsula, la cual se ve clara
sobre el fondo oscuro que provee la tinta
china.

Fotografia 9. Bacterias capsuladas con tincién de tinta china / L. Corrales.

La tinta china da lugar a una suspensién co-
loidal de carbén, denominada “nigrosina”,
que corresponde a un colorante dcido. Di-
chas particulas de carbono no irrumpen en
el interior de las bacterias, pero si colorean
el entorno debido a una atraccién intermo-
lecular del tipo fuerzas de London (35).

El tamafno de las particulas del colorante,
por tener caracteristicas coloidales, inci-
de en el proceso de tincién del medio ya

que dicho proceso no seria posible con una
solucién liquido-sélido convencional, por

efectos de la miscibilidad (36).

Coloracion de azul de metileno de
Loeffler

El azul de metileno se reconoce como un
colorante sencillo que puede ser utilizado
para fines diversos, tales como la determi-

nacién de la morfologia bacteriana.
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Figura 10. Estructura Molecular del azul de metileno.
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El nitrégeno cargado positivamente (ca-
tidén) se constituye en el centro activo de la
molécula; y por tanto, desde alli se explican
las tinciones electrofilicas a partir de este
compuesto, y la atraccién hacia aniones ta-
les como los grupos fosfato (PO,)~ (31).

En este sentido, es el colorante preferido
para la identificacién presuntiva de Cory-
nebacterium diphtheriae, aunque también
se utiliza para la identificacién de espiri-
los y bacilos ldcticos. Este microorganismo
presenta dilataciones regulares caracteristi-
cas de uno de sus polos, lo cual le da una
apariencia de maso. Dichas inclusiones co-
rresponden a granulos que contienen 4cido
polifosférico, el cual es un polimero inor-
ganico del dcido fosférico (HO(PO,OH)
nH). La asociacién en dichos grénulos da
lugar a un efecto metacromdtico que a su
vez produce una tincién mds intensa con
los colorantes de anilina, como es el caso
del azul de metileno alcalino de Loeffler.
Para el resto del bacilo, la tincién es menos
marcada con un azul m4s claro, obteniendo
como resultado de la tincién, una aparien-
cia de rosario al tenirse.

La parte interna de los cimulos estd cons-
tituida por un nicleo formado por molécu-
las apolares de lipidos y proteinas; mientras

que, en la periferia, como se anoté anterior-
mente, se encuentran los polimeros de po-
lifosfato, dando lugar a un mecanismo os-
moéticamente inerte de almacenamiento de
grupos fosfato.

El azul de metileno también se utiliza como
un complemento de la tincién de Gram,
especialmente para la tincién de bacterias
Gram-negativas, tales como Haemophilus
influenzae y especies de Neisseria. El co-
lorante puede revelar la morfologia de las
bacterias fusiformes y espiroquetas (de in-
fecciones orales, tales como la angina de
Vincent) que apenas puede distinguirse con
la tincién de Gram (36). El colorante tam-
bién se utiliza para detectar la presencia de
leucocitos en heces, que puede delatar la
presencia de una enteropatia invasiva.

Fotografia 10. Bacilos con grinulos metacromdticos tenidos
con azul de metileno de LoefHer/L. Corrales.




Coloracion de Van Stoltemberg

También es una coloracién especifica para
granulos metacromdticos y tal como se es-
tableci6 anteriormente, estos granulos estdn
formados por polifosfato y polimeros linea-
les del ortofosfato, los cuales representan
una asociacién molecular osméticamente
inerte de almacenamiento de fosfato, debi-
do a que la parte central de los grdnulos estd
constituida por un ntcleo de macromolécu-

las de lipidos y proteinas (37).

Las inclusiones son cuerpos inertes en las
células. Muchas de ellas son materiales ali-
menticios de reserva, dado que se acumu-
lan durante tiempo de aporte nutricional y

disminuye la duracién de la inanicién. El
cardcter de las inclusiones varia con el orga-
nismo. En muchas especies bacterianas y en
hongos, algas y protozoarios aparecen gré-
nulos de volutina, llamados grinulos meta-
cromdticos. Se les colorea intensamente con
colorantes bdsicos debido a la alta concen-
tracién de dcido fosférico polimerizado, co-
nocido como polifosfato. El colorante Van
Stoltemberg estd compuesto por fucsina y
verde de malaquita (colorantes catidnicos
bdsicos). Su fundamento radica en que la
fucsina es tomada por el polifosfato y de
esta forma se observan los granulos de co-
lor rojizo y el verde de malaquita es tomado

por el cuerpo del bacilo, viéndose de color
verde (22, 38).

Fotografia 11. Bacterias con granulos metacromdticos tenidas con Van Stoltemberg/ L.
Corrales.
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Coloracion de Shaeffer Foulton

Las son estructuras bacterianas
constituidas por proteinas, calcio y 4cido

dipicolinico (C, H,O,N).

esporas

Figura 11. Estructura Molecular Acido Dipicolinico.
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Este compuesto engloba el ADN y causa re-
sistencia a factores ambientales o condicio-
nes adversas, tales como altas temperaturas,
baja humedad, radiaciones y agentes qui-
micos. Segun su localizacidn, se distinguen
tres tipos de esporas: centrales, subtermina-
les y terminales, que presentan en particular
los géneros Bacillus'y Clostridium.

El proceso de esporulacién conlleva una se-
rie de eventos codificados desde el genoma
bacteriano e incluye los siguientes pasos: 1.
El cese en la provisién de los nutrientes, lo
cual implica que el crecimiento bacteriano
se detenga. 2. La formacién de un filamento
axial de material genético. 3. El plegamien-
to de la membrana celular para englobar el
ADN vy producir el septo. 4. El crecimien-
to de la membrana continua, formando la
membrana externa o exina. Ubicada por
fuera del cértex también se encuentra una
segunda membrana denominada interna o
intina. 5. Produccidén del cértex en la espo-
ra, situado entre las dos membranas (exina

e intina), donde se acumula el calcio vy el

dcido dipicolinico, 6. Formacién de la cu-
bierta de proteinas. 7. Formacién del exos-
porio que corresponde a la ultima capa. Y
8. Liberacién de la espora (34). Entre las
transformaciones quimicas y fisicas que
acompanan a los cambios morfoldgicos se
encuentran: 1. Concentracién del material
proteico en la zona de formacién de la es-
pora. 2. En razén de la concentracién del
material, aumenta el indice de refraccién
de la zona. 3. Utilizacién del material de
reserva (dcido poli-beta-hidroxibutirico, en
anaerobios y polisacdridos en aerobios) para
procesos de degradacién y sintesis. 4. Sin-
tesis de dcido dipicolinico, especifico de las
esporas y que no se encuentra en las células
vegetativas. Este 4cido se combina en forma
de quelato con iones Ca++; se localiza en el
protoplasto de las esporas termorresistentes
y 5. Liberacién por autolisis de las células
maternas (39).

Las esporas son altamente impermeables a
los colorantes, de manera que con las téc-
nicas de coloracién comunes como la de
Gram, se observan como regiones sin tefir
dentro de las células coloreadas y por esto
se deben utilizar métodos especiales y selec-
tivos de coloracién. Una vez coloreada, la
espora resiste fuertemente la decoloracién y

el contraste.

La tincién selectiva de Shaeffer Foulton (40)
para esporas se fundamenta en que el verde
de malaquita es un colorante débilmente
bdsico (tiene una carga positiva débil) y, por
tanto, se une débilmente a la bacteria de tal

forma que penetra en las células vegetati-
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vas y cuando se calienta la preparacién por
cierto tiempo también penetra las esporas,
ya que el calor modifica la permeabilidad
de estas y permite la entrada del colorante
a través de sus capas externas. Es utilizado
como colorante primario y durante el lava-
do con agua, el verde malaquita se elimina
de las células vegetativas, pero no de la es-
pora. Aqui es donde entra el colorante de
contraste fucsina de Shaeffer Foulton, que
solo puede tenir a las células vegetativas de-
coloradas por accién del agua (41).

Figura 12. Estructura molecular verde de malaquita.

Principios fisicoquimicos de los colorantes

El verde de malaquita en su forma incolora
ingresa al citoplasma de la célula debido a
su polaridad y por atracciones de tipo ca-
tiénico propiciadas por el calor, reacciona y
colorea el interior de las células vegetativas
y las esporas. Al lavarlo con agua se aumen-
ta la polaridad (42, 43) y el colorante se di-
suelve y sale del interior de la célula, pero
no de la espora debido a la presencia de los
cimulos de quelatos que se forman entre
el dcido dipicolinico y el calcio. La accién
de la fuscina se verifica con la coloracién
exclusiva de las células vegetativas.

Fotografia 12. Células bacterianas con espora tefiidas con Shaeffer Foulton

/ L. C. Corrales.
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En la Fotografia 12, se observan bacterias
de forma bacilar con presencia de esporas,
la célula vegetativa se tifie de rojo y la espo-
ra de verde.

Coloracion de Ziehl Neelsen (BAAR)

Es una tincién diferencial utilizada para la
identificacién de bacterias que cuentan con
la propiedad fisicoquimica de ser 4cidos al-
coholes resistentes (BAAR); y por lo tanto,
no son reactivas con la fuscina bdsica. Un
ejemplo lo constituye el género Mycobacte-

rium.

La pared de estas bacterias estd constituida
por péptidoglicano unido mediante enlaces
covalentes a un polimero de dcidos micé-
licos que a su vez se asocian a unidades de
aziicar como galactosa-arabinosa. A este
tipo de macromoléculas se les ha asignado
el nombre general de “arabinogalactano”, el
cual debido al tamano y al efecto estérico le

confiere cardcter hidrofébico a la bacteria.

Quimicamente, los arabinogalactanos co-
rresponden a glucoproteinas en las que la
proporcién del carbohidrato es muy supe-
rior con respecto a la parte proteica, lo cual

le otorga a este tipo de moléculas gran solu-

bilidad en agua (8, 44, 45).

A su vez, los 4cidos micélicos estdn consti-
tuidos por arabinosas distales, que forman
ésteres de dcidos grasos alfa ramificados

y beta hidroxilados de 60 a 90 dtomos de
carbono. Estos dcidos forman una envol-

tura hidréfoba que se une en la parte mis
externa a lipidos complejos, los cuales son
especificos de las micobacterias como mice-
rosatos de tiocerol, glucolipidos fendlicos,
lipooligosacdridos, sulfolipidos y demicola-
to de trehalosa (20, 46). Adicionalmente,
algunas micobacterias poseen sobre los lipi-
dos superficiales, glucanos, proteinas como
porinas y lipoarabinomananos, las cuales
le confieren mayor capacidad hidrofébica,
debido a la presencia del efecto estérico y
al alto peso molecular. Precisamente, esta
resistencia polar es la que explica la 4cido
alcohol resistencia, ya que resisten la deco-
loracién con dcidos fuertes después de ser
coloreadas con solucién de fucsina fenicada
sometida a calentamiento.

La coloracién cldsica de Ziehl-Neelsen se
basa en el calentamiento inicial que permi-
te aumentar tanto la energfa cinética de las
moléculas del colorante (fuscina de Ziehl
Nielsen), como alcanzar rompimiento de
las estructuras cristalinas de las ceras, fa-
voreciendo asi el ingreso del colorante a la
pared bacteriana y al interior de la célula.
Al suspender el calentamiento y enfriar con
agua, se provoca una nueva solidificacién
de los dcidos grasos (ceras) de modo que el
colorante queda atrapado dentro de dichas

estructuras cristalinas y ya no puede salir de

las bacterias (39, 45).

Al normalizarse la temperatura de la pre-
paracién, el compuesto lipidico impermea-
biliza la pared a la accién del decolorante
dcido, con lo cual el microorganismo se

mantiene tenido. Las bacterias que resisten



la decoloracién son de color rojo y las que
no, se ven de color azul con el colorante de
contraste azul de metileno de Ziehl Neel-
sen. Asi mismo, las células epiteliales y otras
células, que no disponen de 4cido micdlico

en su pared o membrana, son decoloradas,

después de tenidas por la fucsina, quedan-
do incoloras y posteriormente tifiéndose de

azul (47).

Figura 13. Pared de las micobacterias/ L.Corrales.
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Fotografia 13. Células bacterianas coloreadas con Ziehl Neelsen /L.Corrales.
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la decoloracién son de color rojo y las que
no, se ven de color azul con el colorante de
contraste azul de metileno de Ziehl Neel-

sen. As{ mismo, las células epiteliales y otras

células, que no disponen de dcido micélico

Figura 14. Representacién de la coloracién de Ziehl Neelsen en bacterias 4cido alco-
hol resistentes (BAAR) y bacterias dcido alcohol sensibles (BAAS)/ L. Corrales.
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Tincion con fluorocromos

La fluorescencia y la fosforescencia corres-
ponden a fenémenos relacionados con la
excitacién de los dtomos de ciertos mate-
riales, la cual se evidencia en muchos casos
con la emisién de luz. La diferencia entre
los dos radica en que, en el primero, la emi-
sién cesa en el momento en que se suspenda
el estimulo, mientras que en el segundo, la
emisién puede continuar por largo tiempo
inclusive horas después y en la oscuridad

(48).

Algunos colorantes denominados “fluoro-
cromos” poseen propiedades fluorescentes,
las cuales se hacen evidentes especialmente
en el rango espectral correspondiente a la
luz ultavioleta.

Rodamina-auramina

Los dcidos micdlicos de las paredes celulares
de las micobacterias poseen afinidad por los
fluorocromos auramina y rodamina. Estos
colorantes se fijan a las bacterias, que apa-
recen de color amarillo o naranja brillante
contra un fondo verdoso. El permanganato
de potasio (KMnO,), empleado como con-
traste, evita la fluorescencia inespecifica.
Todos los microorganismos dcido-alcohol
resistentes, incluyendo los esporozoarios
pardsitos, se tifilen con estos colorantes.

Un aspecto importante de la coloracién
rodamina-auramina es que luego los frotis
pueden ser retenidos con la coloracién de
Ziehl-Neelsen o Kinyoun directamente so-

bre la tincién con el fluorocromo, si se eli-
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mina antes el aceite de inmersién. De esta
forma, los resultados positivos pueden ser
confirmados con las coloraciones tradicio-

Principios fisicoquimicos de los colorantes

nales, que ademds permiten la diferencia-

cién morfolédgica (48).

Fotografia 14. Células bacterianas coloreadas con Auramina Rodamina.

Tomado de:
hetps://n9.cl/v1lu

En el estudio realizado por Zinserling y
cols. (49) se demuestra la mayor sensibili-
dad de las coloraciones con fluorocromos
frente a la de Ziehl Neelsen, concluyendo
que “...existe evidencia de la capacidad de
las micobacterias para tener polimorfismo
morfolégico y de la necesidad de aclarar la

patogénesis de la tuberculosis”.

Ademds del sistema 6ptico para la identi-
ficacién morfolégica de los microorganis-
mos, también se cuenta con métodos que
hacen uso de microscopios electrénicos, los
cuales, disponen de un flujo de electrones

que choca contra la muestra, creando una

imagen aumentada. En este sistema, se uti-
lizan lentes magnéticas para crear campos
que dirigen y enfocan el haz de electrones y
ocasionan un espacio vacio que impide que
las cargas negativas sean desviadas por las
moléculas del aire. Lo anterior puede causar
absorciones y emisiones electrénicas en re-
giones diferentes al espectro visible, lo que
implica que las técnicas de coloracién para
las muestras no sean necesarias (50-51);
mientras que, para las observaciones en el
microscopio dptico son requeridas, dado
que las transiciones electrénicas ocurren a
longitudes de onda dentro del espectro visi-

ble que se evidencia con los colores.
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