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INSTRUCTIVO: el siguiente formato es para ser registrado en este, el Documento Consolidado de PAT Colectivo que da evidencia del ejercicio investigativo desarrollado por el colectivo (docentes y estudiantes) del nivel de formación (semestre o año).
En esta consideración el documento consolidado de PAT Colectivo, debe contener:

Portada

1. Ficha de Identificación

	Facultad: Ciencias de la Salud
	Colectivo Docente 

1.Rosana de la Torre 
2.Doris Olier Castillo
3. Benito Cano A.
4.Tulio Olier Castillo
5. Jeyson Morales P.
6.Ingris Vergara De arcos
	Asignatura

1.Introduccion
2.Epistemologia
3.Quimica
4.Biestadistica
5.PIT
6. Biologia.

	Programa: Bacteriología
	
	

	Semestre:
I
	Periodo académico:
I de 2019.
	
	

	Docente Orientador del seminario

	Ingris Vergara De arcos

	Título del PAT Colectivo

	Tinciones 

	Núcleo Problémico 

	¿Cuáles son las aplicaciones y usos de las tinciones en el laboratorio para el futuro profesional de bacteriología?

	Línea de Investigación 

	Ambiente y salud.



2.  Informe del Proyecto Académico de Trabajo Colectivo (PAT Colectivo)

INTRODUCCIÓN

En su mayor parte los microorganismos son imposibles de observar a simple vista, como lo son las bacterias, hongos, parásitos y protozoos. Para esto es necesario el uso del microscopio. Además, debido a que estos en su mayor parte son incoloros deben pasar por un proceso de tinción o coloración para poder tener una mejor visualización del microorganismo.

Según lo anterior, en el presente trabajo investigativo se procederá a plantear los diferentes usos y aplicaciones que pueden tener las tinciones dentro del laboratorio, y a su vez el tipo de tinciones que existen.

Finalmente se mencionan principales técnicas de tinción utilizadas por el futuro profesional de la Bacteriología, así como su funcionamiento e interpretación para realizar la correcta identificación de los microorganismos.

JUSTIFICACIÓN

La intención de escoger esta temática como lo es, las Tinciones, y abarcarla en nuestro Patc, como proceso investigativo, es de vital importancia para nosotros como futuros Bacteriólogos y conocerlas e interpretarlas, aún más, ya que estas nos llevan a un acercamiento con la realidad de nuestra carrera, y  a tener un previo Diagnostico de las diferentes enfermedades producidas por muchos microorganismos, y son de mucha Utilidad para emitir un diagnostico microbiológico y tomar decisiones al momento de emitir un Diagnostico.

Se debe practicar la tinción adecuada según el agente infeccioso en investigación y el tipo de muestra clínica. 

Las tinciones son herramientas elementales, vigentes y de uso universal que va tomado de la mano al diagnóstico microbiológico

OBJETIVOS
Objetivo general
Identificar las diversas tinciones de uso común en el laboratorio clínico y sus aplicaciones para un adecuado empleo e interpretación de prácticas y exámenes a realizar.

Objetivos Específicos

MARCO TEÓRICO

TINCIÓN

Es una técnica auxiliar utilizada en microscopia para colorear un microorganismo y/o fragmentos de tejidos y de esta misma manera darle un mejor contraste a dicha muestra. De este mismo modo nos ayudan a identificar su morfología, estructura y agrupamientos. Las tinciones en microbiología son las primeras herramientas que se utilizan desde hace más de un siglo en el laboratorio clínico para el diagnóstico de las enfermedades infecciosas y en la caracterización de nuevas especies. Existe una gran variedad de tinciones que se han ido desarrollando para la identificación de agentes etiológicos en los que se incluyen bacterias, hongos y parásitos. 

CLASIFICACIÓN DE TINCIONES 

Tinción simple: Es un procedimiento de tinción rápido y sencillo en el cual se emplea un solo colorante, por eso se denomina simple. Se utiliza principalmente para determinar la morfología y la agrupación de las células presentes en la muestra. Entre los colorantes usados en las tinciones simples se podrían destacar el azul de metileno, verde malaquita, fucsina y violeta de cristal.

Tinción diferencial: son aquellas que se usan para poder diferenciar de una manera explícita los microorganismos y se utiliza para distinguir entre varios tipos de células bacterianas. Esta tinción requiere más de un colorante (como es el caso de la tinción de Gram y Ziehl Neelsen), por lo cual consiste en tres pasos fundamentales: primero se utiliza un colorante primario para teñir las células, después se procede a una decoloración, donde se remueve el colorante sólo de ciertos tipos de células, y por último se utiliza un colorante de contraste para las células que se decoloraron.

Tinción específica: esta tinción es la encargada de teñir las estructuras celulares obtenidas a través del contraste de la célula microbiana, tales como esporas, flagelos o capsulas, para así poder distinguir los diferentes tipos de microorganismos.

FIJACIÓN DE MUESTRA EN UNA TINCIÓN 

Es un proceso que tiene como finalidad el preservar la arquitectura estructural y química de los microorganismos.

Tipo de fijación:
Física: Los procesos de fijación física son los siguientes:
· Desecación.
· Calor seco.
· Calor húmedo.
· Ultrasonido. 
· Microondas.   
Química: Los procesos de fijación química se clasifica como:
Oxidantes:
· Oxido crómico
· Ácido acético 
· Ácido pícrico
· Acetona 
· Dicromato de potasio
Reductores: 
· Formalidad.
· Glutaraldehído.
· Etanol.
· Metanol.
· Paraldehído.

COLORANTES
Son sustancias capaces de teñir a los microorganismos, tejidos, fibras, entre otros. Según su origen se dividen en:

Colorantes naturales: provienen de materiales bilógico ya sean extraídos de plantas y/o animales.
Colorantes artificiales: son los que se obtienes de minerales procesados en un laboratorio.

Los colorantes se clasifican en:
· Básicos: son sales en las que la base, normalmente una amina aporta el color, mientras que la parte ácida es incolora. Es decir, con colorantes catiónicos, Ejemplos de colorantes básicos son la tonina, safranina, azul de metileno.
· Ácidos: son sales con el anión coloreado y la base incolora. Son derivados de grupos sulfónicos, carboxilos o hidroxilos fenólicos. La unión es por atracción eléctrica, Ejemplos de colorantes ácidos son la fucsina ácida, verde rápido, la eosina.
· Colorantes mordientes: son aquellos que se usan en combinación con sales metálicas, que actúan como mordiente. Estas sales se pueden emplear junto con el colorante, antes o después. En algunos casos el colorante mordiente puede ser también aniónico o, menos frecuentemente, catiónico. Normalmente se emplean para teñir los núcleos. Por ejemplo, la hematoxilina férrica de Heidenhain
· Neutros: poseen una porción ácida y otra básica, ambas con capacidad para aportar color.

TIPOS DE TINCIONES
Entre las muchas tinciones usadas en la microscopia las comunes son las siguientes:

Tinción de Gram: Es un tipo de tinción diferencial empleado en bacteriología para la visualización de bacterias, sobre todo en muestras clínicas.
· [bookmark: _GoBack]Tinción Gram positivas: a aquellas que se tiñen de azul oscuro o violeta por la tinción de Gram.
· Tinción Gram negativas: aquellas que no se tiñen de azul oscuro o de violeta por la tinción de Gram, y lo hacen de un color rosado tenue.

Los 4 colorantes usados en la tinción de Gram son:
· Cristal violeta: es un colorante básico que tiñe las estructuras que están cargadas negativamente.
· Lugol: ayuda absorber el colorante y que se fije la estructura de la bacteria al portaobjetos
· Alcohol acetona: su función es mecanizar el arrastre de limpieza en la placa.
· Safranina o Fucsina: tiñe las estructuras que están cargadas positivamente.

Por lo general las bacterias Gram positivas se tiñen de violeta y las Gram negativas de rosado.
La tinción de Gram es utilizada en los laboratorios clínicos para la identificación de bacterias infecciosas y la visualización de las agrupaciones bacterianas, de igual manera ayuda en el diagnóstico de enfermedades causadas por dichos microorganismos.    

Morfotipos distinguidos con la tinción de Gram:
· Cocos: tiene forma más o menos esférica (ninguna de sus dimensiones predomina claramente sobre las notas). Algunos ocasionan enfermedades a los humanos (neumococo y estafilococo), también es causante de enfermedades como el de la meningitis, otros resultan inocuos o incluso benéficos.
· Bacilos: se usa para describir cualquier bacteria con forma de barra o vara, ​ y pueden encontrarse en muchos grupos taxonómicos diferentes tipos de bacterias.
· Espiroquetas: son un filo de bacterias Gram negativas que tienen células alargadas y enrolladas helicoidalmente poseen una membrana externa formada por múltiples capas llamada envoltura celular o vaina externa que rodea completamente el cilindro protoplasmático.
· Espirilos: Son bacterias Gram negativas agrupadas básicamente en las Proteobacterias flageladas de forma helicoidal o de espiral se desplazan en medios viscosos avanzando en tornillo su diámetro es muy pequeño lo que hace que puede atravesar la mucosa por lo que cuando son patógenas se transmiten por contacto directo (vía sexual).



Procedimiento de Tinción de Gram
· Poner sobre un portaobjetos una gota de agua y una pequeña alícuota de un cultivo bacteriano con el asa de siembra estéril.
· Hacer el frotis, formando una película homogénea sobre el portaobjetos con el asa de siembra. Dejar secar. 
· Fijar la preparación, pasando a través de la llama del mechero el portaobjetos.
· Cubrir con unas gotas de cristal violeta durante 1 minuto. 
· Lavar el exceso de colorante con agua.
· Añadir el mordiente Lugol, solución de yodo-ioduro potásico, durante 1 minuto. 
· Lavar el exceso de mordiente con agua. 
· Lavar la preparación con alcohol formando un ángulo con la preparación, durante 30 segundos (el tiempo de decoloración es clave para un resultado correcto). 
· Lavar inmediatamente con abundante agua. 
· Cubrir con el colorante de contraste, safranina durante 1 minuto. 
· Lavar el exceso de colorante con agua. 
· Dejar secar al aire. 
· Añadir una gota de aceite de inmersión. 
· Observar con objetivo de inmersión (100 x).

Tinción de Wright:
Esta coloración es policromática, lo que quiere decir es que genera varios colores dependiendo de la estructura que absorbe el colorante. Esta técnica de coloración es muy utilizada para realizar recuentos diferenciales de glóbulos blancos y estudiar la morfología de los glóbulos rojos, plaquetas y leucocitos en sangre periférica y médula ósea. Esta tinción facilita el diagnóstico oportuno de enfermedades como la leucemia o infecciones bacterianas o parasitarias.

Composición química de la tinción de WRIGHT
Eosina 
Azul de metileno 

Técnica:
· Se realiza el frotis sanguíneo
· Se colocan las extensiones sobre el puente de tinción 
· Cubrir las extensiones con un volumen de solución Wright durante dos minutos para que se produzca la fijación 
· Añadir el mismo volumen de agua destilada pos 3 minutos.
· Lavar el frotis teñido con agua destilada hasta eliminar los restos del colorante.
· Secar las extensiones al aire de forma vertical
· Una vez seca se coloca aceite de inmersión sobre este para ser observada en el microscopio.

Células distinguidas con la tinción de Wright:
· Linfocitos
· Basófilos
· Neutrófilos

Como se mencionó con anterioridad, también es posible observar algunos parásitos en la sangre, como lo son:
· Plasmodium
· Tripanosomas 
· Leishmania 

La tinción de Ziehl-Neelsen:
Se trata de una tinción diferencial, que permite distinguir aquellos microorganismos cuya coloración resiste la acción de alcoholes y ácidos suaves (ácido-alcohol resistente) de otros que no resisten la decoloración (no ácido-alcohol resistentes). Es una técnica comúnmente usada en los laboratorios clínicos para el diagnóstico de enfermedades crónicas como la tuberculosis o la actinomicosis y debido a su sencillez, rapidez y bajo costo es muy fácil de realizar en cualquier laboratorio clínico.

La tinción se basa en colocar carbol-fucsina y calentar la preparación de una manera ligera para solubilizar los, lípidos ceras y otros ácidos grasos que posee la pared celular, esto permitirá el paso del colorante. Al enfriar con agua los componentes de la pared se solidifican nuevamente, resistiendo la abrasión del alcohol-ácido y el azul de metileno se utiliza como contra tinción. La sensibilidad de esta tinción para identificar bacilos acido-alcohol resistentes es del 74% y la especificidad del 98%. La tinción en la que se observan bacilos acido-alcohol resistente es también llamada tinción positiva.

Procedimiento de Ziehl-Neelsen
 Poner sobre un portaobjetos una gota de agua y una pequeña porción de un cultivo bacteriano con el asa de siembra estéril.
 Hacer el frotis, formando una película homogénea sobre el portaobjetos con el asa de siembra. Dejar secar. 
 Fijar la preparación, pasando a través de la llama del mechero el portaobjetos. 
 Cubrir con unas gotas de fuchina fenicada y aplicar calor con un hisopo de lana de vidrio, mantener 5 minutos desde el comienzo de la emisión de vapores. 
 Lavar el exceso de colorante con agua. 
 Añadir unas gotas de ácido nítrico al 33% durante 30-40 segundos. 
 Lavar el exceso de colorante con agua. 
 Lavar la preparación con alcohol de 96º durante 30 segundos. 
 Lavar con abundante agua.
 Cubrir con el colorante de contraste, azul de metileno durante 1 minuto. 
 Lavar el exceso de colorante con agua.
 Dejar secar al aire.
 Añadir una gota de aceite de inmersión. 
 Observar con objetivo de inmersión (100 x).

Morfotipos distinguidos con la tinción de Ziehl-Neelsen:
· Bacilos ácido-alcohol resistentes


Preparación con Tinta China

La cápsula es una capa mucosa, más o menos gruesa que  envuelve la pared celular o de algunas bacterias. Está compuesta de polisacáridos, mucopolisacáridos o polipéptidos. A consecuencia de su elevado contenido en agua, se tiñen débilmente por los colorantes. Las preparaciones de Tinta china o nigrosina se usan para el examen microscópico directo de muchos microorganismos, para observar la presencia o ausencia de cápsula especialmente en las levaduras. Los finos gránulos de la tinta china dan un fondo semi opaco, contra el que las cápsulas claras pueden ser vistas fácilmente. A esta tinción también se le denomina tinción negativa ya que tiñe el fondo de la preparación y no el microorganismo.

Esta técnica es particularmente útil para visualizar cápsulas grandes de Cryptococcus neoformans en LCR, esputo y otras secreciones.
Es un método de contraste. Existen artefactos como hematíes, burbujas de aire, leucocitos, gotas de grasa y partículas de talco que pueden interferir y confundir al analista.
Como reactivos tenemos la nigrosina o tinta china.

Materiales:
· Colorante Tinta china
· Portaobjetos
· Cubre objetos
· Asa o aguja bacteriológica (depende si la muestra es líquida o de cultivo)
· Mechero
· Lápiz con borrador o cualquier otro objeto que nos sirva para presionar el cubre objeto y eliminar el exceso de muestra.

Procedimiento:
1.  Se le agrega 1 gota de tinta china o nigrosina en un portaobjetos.
2. Se coloca una pequeña cantidad de muestra que puede ser líquida (LCR) o de cultivo. En ambos casos es de mucha importancia no añadir un exceso de muestra
3. Mezclar bien sin extender.
4.  Se coloca un cubreobjeto sobre la suspensión y se presiona suavemente para evitar que queden burbujas.
5. Se observa al microscopio con objetivo de inmersión y procurar que la tinta no se seque antes de agregar la muestra ni antes de ver la preparación.  
6. Desechar la preparación en un recipiente con antiséptico.

La cápsula se observa como una gran estructura alrededor de la célula delimitada por los pequeños fragmentos de carbón de la tinta china.
 
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Podemos decir que las tinciones son un pilar importante en gran parte de los procedimientos que se llevan a cabo en un laboratorio clínico con el objetivo de diagnosticar e identificar de manera oportuna ciertas condiciones y/o enfermedades. Además, al tener claridad sobre cuáles son las utilidades que tiene cada tinción y cuál es el adecuado procedimiento teniendo en cuenta el agente microbiano, conseguiremos efectuar correctamente que requiera la utilización de estas técnicas.

Sugerimos seguir aplicándolas y colocándolas en prácticas, ya que son muy útiles y debemos tenerlas en cuanta para todo el transcurso de la carrera.
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3. Aporte del PAT Colectivo al DHS (Desarrollo Humano  Sostenible)
No aplica

4. Aportes puntuales del PAT Colectivo al plan de estudios del programa Académico
No aplica

5. Impacto del PAT Colectivo en la producción del Programa. 
No aplica
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  2.   Informe del Proyecto   Académico de Trabajo Colectivo (PAT Colectivo)     INTRODUCCI ÓN     En su mayor parte los microorganismos son imposibles de observar a simple vista, como lo son  las bacterias, hongos, parásitos y protozoos. Para esto es necesario el uso del microscopio.  Además, debido a que estos en su mayor parte son incoloros deben pasar   por un proceso de  tinción o coloración para poder tener una mejor visualización del microorganismo.     Según lo anterior, en el presente trabajo investigativo se procederá a plantear los diferentes usos  y aplicaciones que pueden tener las tinciones dentro de l laboratorio, y a su vez el tipo de tinciones  que existen.     Finalmente se mencionan principales técnicas de tin ción utilizadas por   el futuro profesional de la  Bacteriología , así como su funcionamiento e interpretación para realizar la correcta identificaci ón  de los microorganismos.     JUSTIFICACIÓN     La intención de escoger esta temática como lo es, las Tinciones, y abarcarla en nuestro Patc,  como proceso investigativo, es de vital importancia para nosotros como futuros Bacteriólogos y  conocerlas e  interpretarlas, aún más, ya que estas nos llevan a un acercamiento con la realidad 

