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Resumen

Las tinciones en microbiología son las primeras herramientas que se utilizan en el laboratorio 
para el diagnóstico de las enfermedades infecciosas. Desde hace más de un siglo han ayudado 
a resolver problemas de etiología microbiana. Hay una gran variedad de tinciones, que se han 
ido desarrollando para la detección de los diferentes agentes infecciosos –en los que se incluyen 
bacterias, parásitos y hongos–. La tinción de Gram se considera básica en la valoración inicial 
de muestras para análisis bacteriológico, mientras que la tinción de Wright se ocupa para el 
diagnóstico de enfermedades muy particulares en el rubro de la parasitología. Hay técnicas 
tintoriales específicas de gran utilidad, como la tinción de Ziehl-Neelsen, que se utiliza para 
el diagnóstico de enfermedades crónicas como la tuberculosis o la actinomicosis, o la tinción 
de azul de lactofenol, que preserva e identifica a los componentes estructurales de los hongos. 
Las diferentes tinciones en el laboratorio microbiológico tienen una utilidad fundamental para 
el diagnóstico y tratamiento oportuno de múltiples patologías de etiología infecciosa.

Abstract

Stains in microbiology lab are the first tools employed for diagnosis of infectious diseases. Stains 
have helped to identify the ethiology of microbial involvement for more than a century. As 
the wide spectrum of stains is currently in progress for the detection of bacteria, fungus and 
parasites, such fundamentals as the Gram stain are still considered basic for initial evaluation 
of bacteriological samples, while the Wright stain is used for very particular diseases as those 
related to parasites. Other specific tintorial methods as the Ziehl-Neelsen stain are used for 
diagnosis of chronic diseases such as tuberculosis oractinomycosis. The lactophenol blue stain 
is best employed for diagnosis of fungal infections, as it helps to identify fungi and to preserve 
their morphological structures. Different stains in the clinical microbiological lab are permanent 
basic tools for the diagnosis and treatment of many diseases of infectious ethiology.

Artículo de revisión

Vol. 3, Núm. 1 
Enero-Marzo 2014

pp 10-18

Palabras clave: Tinción, 
microorganismo, microbiología, 

colorante de Gram, Wright, 
Ziehl-Neelsen, 

azul de lactofenol.

Key words: Laboratory stains, 
microorganism, microbiology, 
Gram, Wright, Ziehl-Neelsen, 

lactophenol blue.

Introducción

En microbiología el microscopio se utiliza de forma 
rutinaria, ya que proporciona importante información 
para la identifi cación temprana y defi nitiva de los mi-
croorganismos.1 En la valoración de las muestras, es 
trascendente el poder de resolución del microscopio, 
el cual se defi ne como la capacidad que posee un 
objetivo para distinguir la distancia mínima entre dos 
puntos del objeto para que se puedan visualizar como 
dos puntos separados. El poder de resolución de un 
objetivo es el responsable de la calidad, claridad, 

nitidez y fi neza detallada de la imagen, y depende de 
la longitud de onda (λ) del haz de luz utilizado y de la 
apertura numérica del objetivo empleado. El máximo 
poder de resolución en un microscopio de luz emitida 
es de 0.2 μm, por lo que se requiere de una amplifi ca-
ción entre 1000-1400x, mientras que el poder de reso-
lución del ojo humano es de aproximadamente 0.2 mm. 
Para aprovechar esta ventaja de los microscopios, se 
han desarrollado técnicas tintoriales que destacan las 
características morfológicas de los microorganismos.2 
Existe una gran variedad de tinciones que pueden ser 
aplicadas dentro del campo de la microbiología.3
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Un colorante se defi ne como una sustancia capaz 
de dar color a células, tejidos, fi bras, etcétera. De 
acuerdo con su origen, se pueden dividir en: coloran-
tes naturales, los cuales son extraídos de plantas o 
animales, y colorantes artifi ciales, que son aquellos de 
minerales procesados y manipulados en el laboratorio.

Químicamente, el colorante está constituido de un 
componente cromóforo y un auxócromo. El cromóforo 
es todo grupo aislado, covalente e insaturado, que 
tiene una absorción característica en la región ultra-
violeta o visible; dicho de otra forma, es la capacidad 
que tiene la molécula para que sus electrones absor-
ban energía o luz visible, se exciten y emitan diversos 
colores de acuerdo con la longitud de emitida como 
resultado del cambio en el nivel energético. Cabe 
mencionar que esta longitud de onda corresponde al 
rango de espectro visible. Los cromóforos se pueden 
presentar en dos formas fundamentales: en sistemas 
conjugados pi o complejos metálicos. Los cromóforos 
son principalmente grupos funcionales con dobles y 
triples enlaces carbono-carbono, anillos aromáticos, 
grupos carbonilos, imino, diazo, nitro y enlaces entre 
carbono-y (y es un átomo con pares libres).Los auxó-
cromos son grupos funcionales o radicales que cons-
tituyen una molécula y poseen carga parcial positiva; 
tienen la función de intensifi car la formación de color 
mediante la acción de grupos de átomos no saturados; 
su función es desplazar a los cromóforos hacia longi-
tudes de ondas largas para aumentar la intensidad. 
Los siguientes grupos funcionales son considerados 
auxócromos: grupo metilo, halógenos, hidroxi, alcoxi y 
amino.4,5 Aunque los microorganismos vivos se pueden 
observar directamente en fresco al microscopio óptico, 
la mayoría de las veces es necesario teñirlos para que 
por medio del uso de colorantes, sea mucho más fácil 
su identifi cación;6 además, la presencia de ciertas 
estructuras, así como su reacción a determinadas 
técnicas, nos permite clasifi car a las bacterias. Así 
pues, los colorantes tienen las siguientes funciones:

1.  Permiten hacer visibles a los objetos microscópicos 
y transparentes.

2.  Revelan su forma y tamaño.
3.  Muestran la presencia de estructuras internas y 

externas.
4.  Producen reacciones químicas específi cas.

Las tinciones se pueden clasifi car como simples 
cuando toda la muestra se tiñe del mismo color y se 
utiliza un sólo colorante (azul de lactofenol o tinta 
china); tinción diferencial, cuando se visualiza más 
de un color porque se utiliza más de un colorante 

(Gram o Ziehl-Neelsen); tinción específi ca, cuando 
se utilizan anticuerpos marcados con una molécula 
fl uorescente para identifi car una estructura celular en 
particular (inmunocitoquímico).2,7 El control de calidad 
de los métodos tintoriales es importante, ya que así se 
asegura que la preparación de la muestra haya sido 
adecuada, por lo que se recomienda realizar al mismo 
tiempo de la evaluación de la muestra clínica, la tinción 
de un agente infeccioso ya identifi cado mediante esa 
tinción, el cual funcionará como un control positivo.

Algunas técnicas tintoriales como Gram o Ziehl-
Neelsen requieren antes de su proceso la fi jación de 
las muestras, con la fi nalidad de preservar la arqui-
tectura estructural y química de las células.3 Existen 
dos tipos de fi jadores: físicos y químicos. Entre los 
procesos de fi jación físicos se tienen los siguientes: 
desecación, calor seco, calor húmedo, ultrasonido y 
microondas, mientras que los procesos de fi jación 
químicos se pueden clasifi car como oxidantes y re-
ductores, de acuerdo con sus propiedades químicas. 
Entre los agentes químicos oxidantes se encuentran: 
óxido crómico, ácido acético, ácido pícrico, acetona, 
dicromato de potasio. Los agentes químicos reducto-
res son: formaldehído, glutaraldehído, etanol, metanol, 
paraldehído, etcétera.8

Quizá el método físico con mayor utilización en 
microbiología es el calor seco, que consiste en expo-
ner directamente la laminilla a la fl ama del mechero, 
con esto se logra detener los procesos vitales de las 
células y los microorganismos. Sin embargo, la so-
breexposición, o la exposición en una zona incorrecta 
de la fl ama (zona fría, zona caliente y zona de fusión) 
repercutirá en el efecto deseado; es muy común pro-
vocar alteraciones morfológicas y destrucción celular. 
Este método preserva el extendido por poco tiempo, 
por lo que se recomienda utilizar un método químico, 
que precipite proteínas, antes de teñir.

Los métodos químicos ofrecen mejores resultados 
para la fi jación, ya que son líquidos con potencial alto 
de difusión intracelular y detienen procesos enzimá-
ticos que provocan autolisis. Los reactivos poseen 
la capacidad de interactuar con biomoléculas como 
proteínas, glicoproteínas, peptidoglicanos, lípidos, 
glicolípidos, lipoproteínas, pigmentos, ácidos péc-
ticos y nucleicos. El metanol es el reactivo que se 
encuentra al alcance de todos los laboratorios; es un 
reactivo reductor, deshidratador, y es clasifi cado como 
fi jador coagulante, de tal manera, coagula proteínas 
y las hace insolubles, pero sin desnaturalizarlas. Se 
preserva la arquitectura de la pared celular y evita la 
sobrecoloración. El metanol tiene un potencial reduc-
tor mayor que el etanol. La concentración ideal es > 
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99%. El metanol preserva la integridad de los ácidos 
nucleicos, por lo que también es ideal para inmuno-
histoquímica e hibridación in situ.3,8,9

A continuación se mencionarán las principales téc-
nicas de tinción utilizadas en microbiología, así como 
su fundamento e interpretación para realizar la correcta 
identifi cación de los microorganismos.

Tinción de Gram

Esta tinción es un procedimiento de gran utilidad 
empleado en los laboratorios donde se manejan 
pruebas microbiológicas. Es defi nida como una tinción 
diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifi ca a 
las bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram 
negativas y bacterias Gram positivas.10 Fue desarro-
llada por el científi co danés Hans Christian Gram en 
1884; hoy en día, sigue siendo una de las tinciones 
más utilizadas universalmente debido a lo económico, 
sencillo y efi caz que resulta.11 En microbiología clínica 
resulta de gran utilidad, ya que a partir de muestras 
clínicas directas provenientes de sitios estériles se 
puede saber de manera rápida las características de 
la muestra y hacer una diferencia de los potenciales 
microorganismos causantes de una infección.12 Los 
principios de la tinción de Gram están basados en las 
características de la pared celular de las bacterias, la 
cual le confi ere propiedades determinantes a cada mi-
croorganismo. La pared celular de las bacterias Gram 
negativas está constituida por una capa fi na de pepti-
doglicano y una membrana celular externa, mientras 
que las bacterias Gram positivas poseen una pared 

celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no 
cuentan con membrana celular externa; así pues, la 
composición química y el contenido de peptidoglicano 
en la pared celular de las bacterias Gram negativas y 
Gram positivas explica y determina las características 
tintoriales (Figura 1).13-15 La tinción de Gram se basa 
en colocar como colorante primario cristal violeta, el 
cual tiene afi nidad con el peptidoglicano de la pared 
bacteriana. Posteriormente, se coloca lugol, el cual 
sirve como mordiente e impide la salida del cristal 
violeta por la formación de un complejo cristal violeta-
yodo que satura los espacios del peptidoglicano de 
la pared bacteriana. En seguida, se coloca una mez-
cla de alcohol-acetona, la cual deshidrata la pared 
bacteriana y cierra los poros de la misma, también 
destruye la membrana externa de las bacterias Gram 
negativas debido a que ésta es soluble a la acción 
de solventes orgánicos, como la mezcla de alcohol-
acetona. Las bacterias Gram positivas, al contener una 
gran cantidad de peptidoglicano, retienen con mayor 
fuerza este complejo, mientras que las Gram negati-
vas no lo pueden retener por tener menos cantidad 
de peptidoglicano. Por último, se coloca safranina, 
la cual funciona como un colorante secundario o de 
contratinción y sirve para teñir las bacterias que no 
pudieron retener el complejo cristal violeta-yodo.16 Hay 
bacterias de un mismo género que pueden observarse 
en la misma muestra como Gram positivas y como 
Gram negativas, a este evento se le llama tinción 
Gram variable secundaria a alteración en nutrientes, 
temperatura, pH o concentración de electrolitos.17 No 
todas las bacterias se pueden teñir por esta técnica, 

Bacteria Gram negativa Bacteria Gram positiva

Lipoporisacárido

Pared celular

Membrana celular

Pared celular

Membrana celular

Lipotei-
coico

Proteína Flagelo
Proteína

Peptido-
glicano

Figura 1. Esquema de las diferencias estructurales entre bacterias Gram negativas y Gram positivas.
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ya que carecen de pared celular (micoplasma) o su 
pared celular tiene una composición química diferente 
(micobacterias, que cuentan con una gran cantidad de 
ácidos micólicos).18,19 Las muestras útiles para su uso 
son líquidos estériles, biopsias para cultivo, abscesos, 
hisopados, crecimiento de colonias aisladas en medios 
de cultivo. Las bacterias Gram positivas se observan 
de color azul obscuro a morado, mientras que las Gram 
negativas se observan de color rosa a rojo (Figura 2).

Tinción de Wright

La tinción de Wright es una técnica que se emplea 
generalmente para la diferenciación de elementos ce-
lulares de la sangre y es clasifi cada como una tinción 
policromática, dado que puede teñir compuestos ácidos 
o básicos presentes en una célula.20 Fue desarrollada 
por el patólogo James Homer Wright en 1902 a partir 
de la modifi cación de la ya existente tinción de Roma-
nowsky, utilizada para diferenciar elementos formes 
de la sangre.21 Esta tinción tiene diversos usos en 
microbiología; en la parasitología, se le emplea en la 
búsqueda de hematozoarios como Plasmodium spp. El 
reactivo de Wright está compuesto por eosina y azul de 
metileno, cuando éste se oxida se conoce como azur 
B a una concentración de 0.8 g/L empleando como 
solvente alcohol metílico. La eosina es un colorante 
ácido que tiene afi nidad por componentes alcalinos. 
Existen dos compuestos conocidos como eosina y que 
están intrínsecamente relacionados: eosina Y, conocida 
también como tetrabromofluoresceína –o, comúnmen-
te, eosina amarilla–, y la eosina B, conocida como 
dibromodinitrofluoresceína o eritrosina B azulada.20,21 
Ambos compuestos son intercambiables, sin que sean 
notables las diferencias entre ellos en el resultado de 
la tinción, por lo que la preferencia de una sobre otra 

no sigue un criterio objetivo. A pesar de ello, la eosina 
Y es la más utilizada en procedimientos rutinarios. Es 
un compuesto ácido cuya propiedad está basada en 
su polaridad negativa, lo que le permite enlazarse con 
constituyentes celulares de carga positiva; por esta 
razón, colorea componentes citoplasmáticos y se les 
conoce como acidófilos. La tonalidad resultante de la 
tinción con eosina es rosada-anaranjada para citoplas-
mas, y rojo intenso en el caso de los eritrocitos.21,20 El 
típico color de los núcleos celulares, mayoritariamente 
morado, se basa en la interacción molecular entre 
eosina y un complejo azul de metileno-DNA. La inten-
sidad de la coloración depende del contenido de azur 
B y de la relación con la eosina amarilla. El resultado 
de la tinción puede ser infl uido por diferentes factores, 
como el valor del pH de los colorantes y de la solución 
amortiguadora, esto debido a que la tinción se funda-

Figura 2. 

Fotomicrografía don-
de se observan bac-
terias Gram negativas 
en cultivo directo 
(izquierda) y Gram 
positivas en hemo-
cultivo (derecha) (au-
mento 100x). 
Imagen en color en: 
www.medigraphic.
com/rid

Figura 3. Fotomicrografía detrofozoitos jóvenes de Plas-
modium vivax observados mediante la tinción de Wright 
(aumento 100x). 
Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid
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menta en la relación de las características ácido-base, 
y la variación de estos factores podría cambiar las 
características tintoriales de la muestra a teñir al verse 
favorecida por características más ácidas o básicas.21 
Las muestras útiles para su uso son el frotis de sangre 
periférica y frotis de médula ósea. Los diferentes colo-
res que se observan en la célula provocan el llamado 
efecto Romanowsky, que tiñe de púrpura a los núcleos 
y gránulos neutrofílicos y de color rosa al citoplasma. 
Los ácidos nucleicos se tiñen de azul, permitiendo así 
distinguir a los parásitos en el interior de los eritrocitos. 
Esta tinción es utilizada en la búsqueda de Plasmodium 
spp. (en México, principalmente, Plasmodium vivax), 
Leihsmania spp., (principalmente Leishmania mexica-
na), Trypanosoma cruzii, y en la búsqueda intencionada 
de fi larias (Figura 3). En micología esta tinción es de 
gran ayuda en la búsqueda de Histoplasma capsulatum 
(hongo dimórfi co) en extendidos de médula ósea.

Tinción de Ziehl-Neelsen

La tinción de Ziehl-Neelsen es la técnica comúnmente 
usada en el diagnóstico rutinario de tuberculosis.22,23 
Es una técnica rápida, fácil y de bajo costo,24 lo que 
permite que se pueda realizar en casi cualquier labo-
ratorio clínico. Esta tinción permite diferenciar a las 
bacterias en dos grupos: aquellos que son capaces 
de resistir la decoloración con alcohol-ácido y aquellos 
que no lo son.25 La sensibilidad de esta tinción para 
identifi car bacilos ácido-alcohol resistentes es del 74% 

y la especifi cidad del 98%,26 teniendo un límite de 
detección de 5,000-10,000 bacilos/mL de muestra.27 
El agente etiológico de la tuberculosis fue descrito por 
Heinrich Hermann Robert Koch, quien, basándose en 
las características de las micobacterias, desarrolló 
una de las primeras tinciones utilizando azul de meti-
leno seguido de la tinción de Bismarck. Sin embargo, 
fueron los trabajos de Paul Ehrlich los que defi nieron 
la resistencia a la decoloración por alcohol-ácido, y las 
últimas modifi caciones a la tinción fueron realizadas 
por los científi cos alemanes Franz Ziehl y Karl Adolf 
Neelsen.26 El género Mycobacterium es el único miem-
bro en la familia Mycobacteriaceae y está relacionado 
con otros géneros que contienen ácidos micólicos 

Cuadro I. Evaluación y reporte de las laminillas 
teñidas por Ziehl-Neelsen.

Reporte Número de bacilos ácido-alcohol 
resistentes teñidos por Ziehl-Neelsen.

Objetivo de inmersión (100X)

Negativo 0

Dudoso/
repetir

1-2/300 (3 barridos) Ca

1+ 1-9/100 Ca (1 barrido)

2+ 1-9/10 Ca

3+ 1-9/Ca

4+ > 9/Ca

Ca = campos del microscopio
Barrido.- Se refiere las observaciones de la laminilla

Arabinoga-
lactano

Lipoarabino-
manano

Figura 4. Representación esquemática de la composi-
ción de la pared celular de las micobacterias.

Figura 5. Fotomicrografía de una muestra de expectora-
ción donde se observan los bacilos de color rojo fucsia 
(Mycobacterium spp)(aumento 100x).
Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid

Lípidos

Ácidos 
micólicos

Pep  dogli-
cano
Membrana 
citoplasmática

Proteína

Porina
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(Gordonia, Tsukamurella y Rhodococcus), los cuales 
también pueden ser teñidos con esta tinción.20,25,28 La 
pared celular de las micobacterias es extremadamente 
compleja en cuanto a su composición bioquímica; dicha 
característica es la que se ha aprovechado para realizar 
la tinción de Ziehl-Neelsen. La pared celular está com-
puesta por ácido mesodiaminopimélico, alanina, ácido 
glutámico, glucosamida, ácido murámico, arabinosa y 
galactosa (Figura 4). Los ácidos micólicos (70-90 nú-
mero de átomos de carbono) junto con lípidos libres (ej. 
trealosa-6,6´-dimicolato) proveen a la célula de una ba-
rrera hidrofóbica. Otros ácidos grasos importantes son: 
ceras, fosfolípidos, ácidos micoséricos y phtienoico.18

La tinción se basa en colocar carbol-fucsina y calen-
tar la preparación ligeramente para solubilizar las ceras, 
lípidos y otros ácidos grasos de la pared celular para 
que permita el paso libre del colorante, el cual tiene 
una enorme afi nidad por los ácidos micólicos presen-
tes en la pared. Al enfriar con agua, los componentes 
de la pared vuelven a solidifi car, resistiendo la acción 
abrasiva del alcohol-ácido, y el azul de metileno se 
utiliza como contratinción (Figura 5).18 Las muestras 
clínicas útiles para su uso son múltiples, como el líquido 
cefalorraquídeo, líquido pleural, líquido sinovial, líquido 
pericárdico, biopsias para cultivo, abscesos, aspirados, 
crecimiento de colonias aisladas en medios de cultivo, 
expectoraciones, aspirados endotraqueales y lavados 
bronquioalveolares. Una tinción positiva es aquélla en 
la que se observan bacilos ácido-alcohol resistentes, los 
cuales son de color rojo fucsia. La evaluación y reporte 
de las laminillas se realiza de acuerdo al cuadro I.

Tinción negativa

La tinción negativa fue desarrollada originalmente para 
microscopia de luz con el fi n de rodear y delinear las 
bacterias no teñidas u otros materiales biológicos.6 

Utilizamos diferentes métodos de tinción negativa para 
evaluar estructuras individuales, tan pequeñas como 
las vesículas sinápticas e incluso de gran tamaño, 
como los microorganismos unicelulares. Este método 
es muy útil, aunque está limitado por la presencia de 
un fondo oscuro que no permitirá la correcta identifi -
cación de forma nítida y detallada de los componentes 
de dichas estructuras.29 En microbiología, la tinción 
negativa proporciona un resultado presuntivo de la 
presencia de Cryptococcus neoformans, microor-
ganismo causante de meningitis en pacientes con 
inmunosupresión, siendo la técnica más utilizada 
para poner de manifi esto su cápsula. Este hongo 
presenta dos formas durante su ciclo vital: una forma 
asexual y una forma sexual; en la primera se presenta 
como levaduras encapsuladas que se reproducen 
por gemación y puede ser visualizada por medio de 
la tinta china.29-31 El principio es simple, ya que sólo 
se requiere depositar una gota de la muestra clínica 
sobre un portaobjetos, posteriormente se coloca el 
colorante y se observa al microscopio sin necesidad 
de fi jación, algunas estructuras difundirán el colo-
rante y otras no, lo que permitirá un contraste de las 
estructuras observadas. Se han utilizado diferentes 
colorantes: uno de ellos es la mencionada tinta china, 
la cual tiñe el fondo de la muestra de un color oscuro 
y la cápsula del C. neoformans permanece sin teñir. 
La principal difi cultad con la tinción negativa es que 
los microorganismos tienden a contraerse durante el 
periodo de secado;31 para evitarlo, se ha optado por 
usar la tinción negativa húmeda, en la cual los orga-
nismos se suspenden en una película de tinta china 
o mancha oscura y el contorno de la cápsula puede 
ser observado sin el peligro de contracción. Además 
de ser una técnica sencilla, es muy barata, ya que no 
requiere equipos o material costoso para su realiza-
ción.31 Pueden producirse falsos positivos en presencia 

Figura 6. 

P reparac ión  de 
Cryptococcus neo-
formans en tinta chi-
na que revela la lla-
mativa cápsula que 
circunda a las leva-
duras de gemación 
(aumento 40x).
Imagen en color en: 
www.medigraphic.
com/rid
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de levaduras de los géneros Rhodotorula, Candida y 
otras especies de Cryptococcus, igual que por artifi cios 
como los leucocitos. Es importante diferenciar bien la 
levadura con doble pared refringente, con su cápsula, 
y siempre hay que confi rmar el diagnóstico inicial con 
cultivo.32 En los pacientes con diagnóstico previo de 
criptococosis que se encuentren bajo tratamiento, 
es probable que la cápsula no se observe, ya que el 
tratamiento antifúngico está dirigido hacia ésta; sin em-
bargo, pueden observarse estructuras levaduriformes. 
Además de proporcionar información temprana sobre 
un microorganismo patógeno y propiciar así el inicio 
del tratamiento adecuado, se considera un examen 
útil para la monitorización del tratamiento y pronós-
tico de los pacientes.32 Se recomienda utilizar como 
control negativo una gota de tinta china y colocarle un 
cubreobjetos; esto permitirá discernir entre burbujas 
formadas al agregar el cubreobjetos o el acúmulo de 
partículas que podrían crear una zona de aclaramien-
to que pudiera confundir al realizar la revisión de las 
laminillas. Durante el procedimiento de la tinción se 
deben tener precauciones, por lo que se debe realizar 
en una campana de bioseguridad 2A. La muestra más 
útil para su aplicación es el líquido cefaloraquídeo, por 
la predisposición que tiene este hongo en los pacientes 
inmunosuprimidos para infectar el sistema nervioso 
central. La cápsula aparece como un halo claro y ní-
tido en torno a una levadura redonda, delimitada por 
las partículas de carbón en suspensión coloidal de la 
tinta china, exhibiendo un nítido contraste (Figura 6).

Tinción de azul algodón de lactofenol

El examen microscópico es de gran importancia en mi-
cología para la observación de las diferentes especies 
de hongos de interés clínico. Se deben utilizar tinciones 
que logren preservar la integridad de las estructuras 
fúngicas.18 Para la correcta identifi cación de hongos 
de interés clínico, ya sea con fi nes de diagnóstico 
o estudios taxonómicos, es necesario observar las 
estructuras fúngicas con una alta calidad y contraste; 
para ello se utilizan diversos compuestos químicos que 
permitan la tinción entre la pared y el citoplasma de 
las células fúngicas.31 La tinción de azul algodón de 
lactofenol no es considerada una tinción diferencial, sin 
embargo, posee características tintoriales que permi-
ten observar cada uno de los componentes fúngicos y 
apreciar fácilmente las estructuras para una adecuada 
identifi cación. El fenol inactiva las enzimas líticas de 
la célula e impide que ésta se rompa; de igual forma, 
destruye la fl ora acompañante e inactiva a la célula, 
quitándole el grado de patogenicidad; además, actúa 

como mordiente cuando se usa en combinación con 
colorantes. El ácido láctico preserva las estructuras 
fúngicas al provocar un cambio de gradiente osmóti-
co con relación al interior fúngico, lo que genera una 
película protectora. El azul de algodón es un colorante 
ácido, que tiñe el citoplasma y la quitina presente en 
las células fúngicas, mientras que el glicerol mantiene 
húmeda la preparación.29-31 Una vez preparado el colo-
rante, se debe colocar la muestra microbiológica en un 
portaobjetos por medio de una impronta (proceso en el 
cual se coloca una impresión de la muestra sobre una 
estructura utilizando una cinta adhesiva transparente).

Preparación de la impronta

1.  Colocar el material necesario en la campana de 
seguridad tipo 2A.

2.  Seleccionar las colonias para realizar las improntas.
3.  Cortar segmentos de cinta adhesiva transparente 

aproximadamente de 1 cm2.
4.  Pegar los segmentos de cinta en un asa micológica.
5.  Poner una gota de azul de algodón en el portaobjetos.
6.  Con el lado adhesivo de la cinta, tocar la parte 

superior de hongo.
7.  Colocar la cinta sobre la gota de azul de algodón y 

poner otra gota de azul de algodón.
8.  Poner un cubreobjetos sobre la preparación.
9.  Observar en 40x.
 Ver Figura 7.

Figura 7. Representación esquemática de la prepara-
ción de la impronta para la observación de hongos fila-
mentosos (paso 3 a 9).

3,4 6
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Cinta adhesiva
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40x
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Figura 8. 

Fotomicrografía de 
hongos filamentosos 
con el método de 
azul algodón de lac-
tofenol. Exserohilum 
sp. (izquierda); Mu-
cor spp. (derecha)
(aumento 40x).
Imagen en color en: 
www.medigraphic.
com/rid

La manipulación de los hongos fi lamentosos siempre 
debe llevarse a cabo en una campana de seguridad tipo 
2A, ya que la mayoría de éstos son patógenos, y realizar 
una técnica inadecuada puede poner en riesgo al per-
sonal. Cuando se identifi que la presencia de un hongo 
fi lamentoso, se sugiere realizar el pase a una placa en 
medio dextrosa Sabouraud, para poder realizar una 
mejor manipulación e identifi car con mayor facilidad las 
características macroscópicas, tanto en la parte anterior 
como posterior de la placa. Se debe realizar la impronta 
con cuidado de no oprimir demasiado las estructuras, ya 
que se pueden dañar. Una vez hecha se debe realizar 
su pronta lectura, ya que en muchos casos la forma-
ción de esporas o conidias es muy importante para la 
identifi cación, y en ocasiones es difícil la observación 
en cultivos viejos o demasiados jóvenes. En algunas 
ocasiones sólo se llegan a observar hifas sin lograr defi nir 
otras estructuras (cultivos jóvenes, se observan micelios 
infértiles), por lo que se recomienda someter al hongo a 
condiciones donde no se favorezca su crecimiento, como 
por ejemplo, el uso por corto tiempo de luz UV (para 
hongos productores de pigmento) o la siembra en medios 
con pocos nutrientes, como agar-agua, agar dextrosa-
papa, agar hojuelas de maíz (cornmeal, en inglés), e 
incluso utilizar un soporte de celulosa, como papel fi ltro 
estéril, esto favorece la conidiación y esporulación. Es de 
suma importancia apoyarse de un atlas micológico para 
la interpretación microscópica. Muestras útiles para su 
uso son los hongos fi lamentosos aislados en medios de 
cultivo. Las estructuras fúngicas se observarán de color 
azul sobre un fondo blanco (Figura 8).

Conclusiones

Las tinciones utilizadas en el laboratorio de microbio-
logía permiten el diagnóstico oportuno y sugerente de 
los agentes infecciosos, por lo que juegan un papel 

importante en la decisión del tratamiento inicial de las 
enfermedades infecciosas. Se debe practicar la tinción 
adecuada de acuerdo con el agente infeccioso en sos-
pecha y el tipo de muestra clínica. Las tinciones son 
herramientas elementales, vigentes y de uso universal 
que coadyuvan al diagnóstico microbiológico.
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