Tincion de Gram

El procedimiento de tincion mas ampliamente usado en bacteriologia, Nos permite dividir a
las bacterias en dos grandes grupos taxonémicos: Gram positivas y Gram negativas, segun
sea su comportamiento frente a la tincion.

Se cree que la diferencia en la coloracion que adquieren los dos grupos de bacterias se debe a
la distinta composicion quimica de la pared celular. Las bacterias Gram positivas tienen una
gruesa capa de mureina o peptidoglicano (de 20 a 80 nm de espesor) en su pared, mientras
que las bacterias Gram negativas tienen una capa de peptidoglicano (2 nm) mas fina y una
capa mas externa de lipopolisacaridos, lipoproteinas y lipidos.
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La tincion requiere cuatro soluciones un colorante o tinte basico, un mordiente (sustancia que
incrementa la afinidad entre la célula y el tinte), un decolorante (elimina el tinte de una célula
tefiida) y un segundo tinte o colorante de contraste (tinte de color diferente al inicial).

Tras la tincion con el primer colorante (Cristal violeta) se efectta una decoloracion con etanol
que arrastrara al colorante sélo en las Gram negativas, mientras que en las Gram positivas el

colorante queda retenido y las células permaneceran azules. Las células Gram negativas se
teflirdn después con el colorante de contraste (safranina) para que puedan observarse.
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Procedimiento

1. Con un asa de siembra tome una colonia y extiéndala en un porta con el fin de preparar un
frotis bacteriano y fije la preparacion (Ver practica Preparacion de un frotis bacteriano para
el procedimiento).

2. Tifia con cristal violeta durante 30 segundos.

3. Tirar el exceso de colorante

4. Anadir lugol, esperar un minuto

5. Decolorar con etanol al 95%, 20 segundos.

6. Lavar con agua.

7. Anadir el colrante de contraste, safranina, esperar 1 minuto.

8. Lavar con agua.

9. Observar al microscopio (x40, x100). Leer el apartado de practicas Uso del microscopio
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Pautas de la tincién segun el tipo de bacteria que se trate.
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Procedimiento de la tincion de Gram.






