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INTRODUCCION

En este trabajo vamos a ver como objetivo Conocer los métodos de preparacion en
fresco y preparaciones fijas preparar frotis fijos y tinciones simples, identificar y
describir las caracteristicas morfologicas y la agrupacion de las bacterias, conocer
el fundamento, técnica y aplicacién de las principales tinciones utilizadas en
microbiologia, identificar y describir el Gram de las bacterias presentes en muestras
naturales, identificar y describir endosporas y capsulas en cultivos microbianos, ya
que a frotis a la extension que se realiza sobre un portaobjetos de una muestra o
cultivo con objeto de separar lo mas posible los microorganismos, ya que si
aparecen agrupados en la preparacion es muy dificil obtener una imagen clara y
nitida, este frotis debe ser posteriormente fijado al vidrio del portaobjetos para poder
aplicar los métodos habituales de tincion que permiten la observacion al microscopio
de las bacterias sin que la muestra sea arrastrada en los sucesivos lavados. La
fijacion de una extension bacteriana hace que las bacterias queden inactivadas y
adheridas al vidrio alterando lo menos posible la morfologia bacteriana y las posibles
agrupaciones de células que pudiera haber.

DESARROLLO

Realizacion del frotis

Colocar una pequefia gota de agua en el centro de un portaobjetos limpio. Se
necesita muy poca cantidad de agua, por lo que se puede usar el asa de siembra,
ya que en el extremo curvo de su filamento queda retenida una minima gota de
agua, que resulta suficiente. Flamear el asa de siembra, tomar, en condiciones
asépticas, una colonia del cultivo bacteriano en medio sélido y transferirlo a la gota
de agua. Remover la mezcla con el asa de siembra hasta formar una suspension
homogénea que quede bastante extendida para facilitar su secado. Si la muestra
se toma de un cultivo en medio liquido, no es necesario realizar los dos primeros
pasos ya que basta con colocar y extender una gota de la suspensiéon bacteriana,
gue se toma con el asa de siembra, directamente sobre el portaobjetos. Esperar
hasta que el liquido se evapore o acelerar su evaporacion acercando la porta a la
llama del mechero. En este caso hay que tener mucha precaucién de no calentar
demasiado la porta pues las células pueden deformarse o romperse.

Fijacion de las bacterias
al portaobjetos Por calor: Pasar tres veces el portaobjetos por la llama durante unos

segundos. Dejar enfriar la porta entre los pases. Con metanol (para bacterias
procedentes de medio liquido). Afiadir unas gotas de metanol sobre la extension
completamente seca. Golpear el portaobjetos por su canto con cuidado contra la
mesa de trabajo para retirar de inmediato el exceso de metanol. Esperar a que el




metanol se evapore completamente. Una vez realizado el frotis y fijadas las
bacterias, las preparaciones pueden ser observadas al microscopio, aunque
carecen de contraste. Lo normal es continuar con el proceso de tincion

PREPARACIONES b,

Marca el area de frotis en la parte posterior del porta objetos

FIJAS: DE MEDIO LiQUH‘)O/ I

FROTIS FIJO

DE MEDIO SOLIDO
Colocar 2 asadas de medio de cultivo

- FROTIS FIJO
Permite aplicar
métodos de tincién

- Hace que las bacterias Transferir una asada del cultivo y mezclar
queden inactivas y con el agua sobre el portaobjetos

Colocar 2 asadas de agua

Distribuir el cultivo en forma
circular

adheridas al

portaobjetos /
* Desnaturaliza las ermitir que el frotis seque

enzimas bacterianas

presenvando las = / \

estructuras

- COLORANTE: Sustancia capaz de dar color
a células, tejidos, fibras, etc

Quimicamente esta constituido por:

+ Cromoforo: grupo aislado, covalente e
insaturado que tiene una absorcion
caracteristica

+ Auxdcromo: son grupos funcionales o radicales
que constituyen una molécula y poseen carga
parcial positiva, tienen la funcién de

intensificar el color.
- Los colorantes usados pueden ser:

- AGENTE MORDENTE: Aumenta la
afinidad entre el colorante/intensifican en
color

. BASICOS: Croméforo con carga positiva
(catidnico). Se une a acidos nucleicos y
polisacaridos acidos

- AGENTE DECOLORANTE: Disolvente que + Clorihidrato de azul de metileno, safranina,
se utiliza para eliminar el colorante no cristal violeta, verde de malaquita
fijado - ACIDOS: Croméforo con carga negativa. No
tifen la célula

+ FEosina, fucsina 4cida




Clasificacion de

tinciones

Tinciones
vitales

Tinciones no
vitales

Tinciones
supravitales

CLASIFICACION

Se introduce un
colorante al
circulacién de
un organismo
vivo

Emplean colorantes
sobre células o
tejidos muertos

Emplean
colorante
sobre células o
tejidos vivos
aislados del
organismos

Tincion de
protozoarios

Tincién de
Gram

CLASIFICACION

Clasificacién de

tinciones

#Colorantes
usados

Fondo de tincién

Funcién

Simple

Compuesta

Directa /

Positiva

Negativa

Selectivas/

Especificas

Diferenciales

Se usa solo 1
colorante

Se usan 2 0 mas
colorantes/
mordentes /
decolorantes

Se observa la
célula tefiida sobre
un fondo claro

El fondo oscuro, se
observan la
células o
estructuras

refringentes

Reacciona de
manera distinta
con distintos
grupos de
bacterias

Tincién de Gram

Tincién con cristal
violeta

Tincion de capsula

Tincién de
endoespora,
Tincién de flagelos

Tincién de Gram/
Tincion BAAR




CONCLUSION

Podemos ver la importancia y como realizar que un frotis de una extension hecha
en un portaobjetos de muestra o cultivo para aislar la mayor cantidad de
microorganismos posible, porque si aparecen La agrupacion en preparacion dificulta
obtener una imagen clara y nitida. esta mancha Estos métodos deben fijarse
posteriormente a los portaobjetos. Técnica de tincion comun para ver bacterias sin
microscopio Las muestras se arrastran en lavados sucesivos. La fijacion de
extensiones bacterianas mantiene a las bacterias inactivas y adheridas al vidrio,
alterando lo menos posible la morfologia bacteriana y la posible agrupacion celular.
Tener.
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