Pintando lo invisible:
la técnica de Hans Christian Gram
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Los pigmentos que hacen visibles las bacterias
son conocidos desde mediados del siglo XIX

| microscopio optico es una herramienta

ampliamente utilizada para observar orga-

nismos diminutos que no se pueden ver a
simple vista, invisibles para el ojo humano, entre
ellos las bacterias. Las bacterias son organismos
muy antiguos que consisten de una sola célula, no
tienen nucleo celular v, bajo las lentes del micros-
copio, se puede observar su forma, tamafio vy la
manera en la que se agrupan; esto, algunas veces,
solo es posible pintandolas con técnicas quimicas
que les proporcionan color [*2].

Los pigmentos para hacer visibles a las bac-
terias se conocen desde mediados del siglo XIX,
gracias a ellos es posible conocer a las bacterias
que ocasionan enfermedades infecciosas en plan-
tas, animales y humanos [*]. Al ser la tincién o
coloracién una actividad antigua, se han disenado
varias formas de realizarla, algunas veces se utiliza
un sdlo colorante (tincidn simple) y en otras, se
usa una mezcla de varios en una secuencia bien
definida (tincién diferencial) [*].

Quizas la técnica de coloracion mas conoci-
da es la que, en 1884, desarrollé Hans Christian
Cram, un bacteridlogo danés (Figura 1). Esta tin-
cion permitio separar a las bacterias en dos grupos
generales: Grampositivas (aquellas que se pintan
de color azul-violeta) y Gramnegativas (las que se
pintan de color rojo) [*] (Figura 2). A partir de
1889, esta técnica recibié mucha atencidn, pues

Figura 1. Hans Christian Cram [£].

los cientificos la recomendaron como la primera
prueba a la que todos los cultivos bacterianos de-
bian someterse, y actualmente sigue siendo una
de las tinciones mas usadas [*].

La diferencia entre estos grupos de bacterias,
que se refleja en su tincién, se debe a la compo-
sicion quimica de las paredes celulares, formadas
por un compuesto llamado peptidoglucano, que
es una molécula grande formada de muchos azu-
cares y aminoacidos. Las paredes celulares son
una cubierta bacteriana presente en la mayoria de
las bacterias, y gracias al peptidoglucano que se
“pinta” se pueden diferenciar, como ya dijimos, en
Cramnegativas, que tienen una capa muy delgada
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de peptidoglucano, y Grampositivas, con una capa
mas gruesa [ *°] (Figura 3).

Pasos y pigmentos para la tincion de
Hans Christian Gram
El primer colorante que participa en esta tincion
es el cristal violeta, que tiene afinidad por el pep-
tidoglucano. Con ayuda de un segundo reactivo,

Figura 2. Bacterias

coloreadas con la

tincion Gram. a)

Una bacteria Gram-

positiva: Staphylo-

coccus saprophyti-

cus; b) Una bacteria

Gramnegativa:

Escherichia coli [°].

el lugol, se forma un complejo llamado cristal-vio-
leta-yodo, que satura los espacios del compuesto
de la pared y es retenido con mayor fuerza por las
bacterias Grampositivas. En cambio, la adicion
de una mezcla de alcohol-acetona desorganiza la
membrana externa de las Cramnegativas y permi-
te que las paredes celulares se decoloren, por ello
se adiciona un colorante secundario (safranina)
que las tine de color rojo. Las Grampositivas no se
decoloran justamente por la gruesa capa de pepti-
doglucano [*?] (Figura 4).

Los procedimientos para tefir bacterias em-
pleados en los laboratorios [?] ayudan a conocerlas
y clasificarlas, porque, aunque las bacterias parezcan
iguales, no lo son, su estructura tiene sutiles diferen-
cias, dependiendo de la especie de que se trate. A
la mayoria, lo que las distingue es su pared celular,
que da forma a la célula, y la protege de la accion de
sustancias toxicas, pero también es el sitio sobre el
cual acttian diversos antibidticos [*7].

Existen ciertas bacterias, por ejemplo, las que
causan la tuberculosis v la lepra, que tienen una
pared celular distinta a la de las Grampositivas vy
las Gramnegativas, y para conocerlas se colorean
en presencia de calor con otras sustancias quimi-
cas. También estan las del género Mycoplasma
que no tienen pared celular y no se colorean con
la tincién de Gram [2].

Figura 3.
Composicién de las
paredes celulares
en bacterias
Grampositivas
(izquierda) y
Gramnegativas
(derecha) [*°].



Finalmente, se puede decir que el color que
adquieren las bacterias después de la tincion es
importante en los laboratorios de bacteriologia o
de microbiologia, y que la tincion de Hans Chris-
tian Gram sigue siendo un método muy usado
que ayuda en el diagnostico de enfermedades, al
conocer lo invisible de las bacterias.

GLOSARIO

*  Pared celular. Cubierta rigida que recubre la
membrana citoplasmica de algunas células que las
separa del exterior.

*  Tincion simple. Se usa un solo colorante para de-
terminar la forma y la organizacion de las células
presentes en una muestra.

*  Tincion diferencial. Se utiliza mas de un coloran-
te, lo que pone de manifiesto diferencias entre cé-
lulas bacterianas o entre partes de esta.

*  Mycoplasma. Bacterias sin pared celular que se
caracterizan por ser muy pequefas y causar enfer-
medades en humanos, aunque se han encontrado
en plantas y animales.
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