Préactica 1
Tinciones de Rutina para Bacteriasy Hongos
-Preparacion himeda se pueden observar diferentestipos de movimiento:
Mov. Browniano, de corrientesy flagelar o real delasbacterias
-Méodos de tincion, los que ofrecen las d9g. Ventgas en la ID de los
microorganismos
a) proporcionar contrage entre  mo. y & medio que le rodes,
permitiendo llevar a cabo la diferenciacion entre los digtintos tipos
morfol gicos
b) Permitir el edudio de edtructuras propias de la célula bacteriana y
micotica

Tincién de Gram M odificacion de Reed

. ID, de bacteriasy levaduras

-Divideen Gram+y —

-Levaduras s tifien como Gram + por lascaract de su pared celular.

-No tiene utilidad taxonémica, taes como: espiroquetas, micoplasmes,
micobactarias, clamidiasy riquetsas

Coloracion de Microorganismos

-Crigd violeta (c. Primario)y agregar bicarbonato de sodio(catalizador) (159 y
lavar.

-Y odo(decolorante) (159) y lavar con agua corriente.

-Fucsnabédca (colorante de contraste) (159) y lavar.

-Secer € frotispor pres6n con unatodlade papel secante.

Gram +.- azul 0 morado, m.o. que conserva € crigal violeta
Gram - .- rosa0 rojo, correponde a delasafraninao fucsna

Tincién de Ziehl-Neelsen

-Micrrorganismos designados ac. acohol resgentes una vez tefiidos retienen e
colorantesy no son decolorados por laaccion de &cidos

-La ac dcohol resgencia etd determinada por la composcion de la pared
celular.

Coloracion:

-La penetracion de fucsina fenicada(colorante 1°) s facilita debido a que éta s
encuentra disueta en fenol y a que s gplica en presencia de cdor. Una vez que
penetra a la cell bacterinana, se combina con los componentes de la pared celular
volviéndola hidrofébica

-Al aplicar una mezcla de acohol &cido (decolorante) ésa no solubiliza los
lipidos de la pared de las bacterias ac-alcohol redgentes y por lo tanto no
decoloran,.

-Bacterias no éc-alcohol resgentes son decoloradas fécilmente, por lo que s
vuelven atefiir a aplicar azul de metileno (colorante de contrage).

-Bacterias ac-alcohol resgentes .- color rojo
-Bacteriasno ac- acohol resstentes- color azul.

Tincién de Schaeffer y Fulton
-Egpora bacteriana- es una edructura dtamente deshidratada y rigida que es
formada por agunos géneros bacterianos

Coloracion:

-En una preparacion tefiida con la técnica de Gram las esporas aparecen como
cuerpos refringentes Sn tefiir.

-Para tefirlas es necesrio aplicar caor para forzar la entrada del verde de
malaquita (colorante 1°) y una vez que ése ha penetrado, lavar la preparacion y
agregar safrina (colorante de contragte).

-Cell vegetativas s tifien dergjo
-Laegpora permanece tefiida de verde.

Tincion Negativa de Tinta China

-Cépalas bacterianas y micéticas no pueden observarse en frotis tefiidos con
técnicas usuales porque on incapaces de reterner e colorante y pa los procesos
defijaciona caor y lavado lasdisuelven.

Coloracion:

-Preparando un montgie hdmedo que contenga junto con las bacterias y
levaduras a gunas particul as de carbdn en sugpension (tinta ching).

-Las particulas de carbon en rdpido mov rebotan con la edructura capsular sn
Ilegar atocar nuncalacell bacteriana o levaduriforme

-Se puede apreciar un efecto como de halo drededor del organismo e cud
condituyelacdpsula

Tincién Negativa de M aneval M odificado

-Gota de Maneva A (rojo congo)

-Con un asa microbiolégica tomar una muestra de cultivo, colocarla sobre la
gotay mezclarlacon ésta haciendo mov giratorioscon el asa

-Extender 1a sugpens 6n de manera que quede una peliculadelgada

-Dejar secar atemp ambiente

-Cubrir la preparacion con Maneva B (fucsna &cida) y degjar actuar durante 1
minuto

-Lavar suavemente con agua y secar € frotis con toalla de papel

-Observar d microscopio . Las cdpaulas s observan como haos incoloros,
egacio intercelular de un color oscuro y las cell s bacterianas de color rojo.

Bacterias con cépsulas Klebsela, Pageurella, Bacillus Escherichia,
Haemophilus
Levadura con cipsula: Cryptococcus

Tincién Lactofenol Azul de Algodén

-Método utilizado rutinariamente para la redlizacion de preparaciones
microscopi cas de hongos filamentosos

-c/u de los condituyentes del colorante lactofenol azul de agodén cumple una
funcion determinada

-El fenol utilizado srve como funguicida

-Laglicerina permite tener una preparaci on semipermanente

-El azul de algoddn tifie @ exterior de la pared deloshongos

-El ac acohol 14ctico acttia como agente aclarante.

Hongos filamentosos Agpergillux, Microgporum, Mucor, Penicilium, Alternaria

Prueba de KOH al 3% paracorroborar Tincion de Gram

-Condge en colocar sobre una laminilla una gota de KOH a 3% y con € asa
hacer en ella una sugpensgon de colonias de la bacteria problema, mezclando con
movimientosgiratoriosdurante 1L a3 min.

-S d sparar @ asa de la mezcla s forma una hebra viscosa, ego indica que s
trata de bacteriasGram -.

-Si lahebrano s forma, s trata de bacterias Gram + .

Gram + : Staphylococcus, Streptococcus Ligteria, Bacillus, Clogridium
Gram - : Escherichia, Pssudomonoas, Salmonella, Brucella, Bordetella



