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INTRODUCCIÓN

Las bacterias son pequeños organismos 
formados por una sola célula (unicelulares) 
clasificadas como procariotas ya que no tienen 
núcleo y su material genético está libre por su 
citoplasma. Las bacterias se reproducen divi-
diéndose a sí mismas, proceso conocido como 
fisión binaria. Se cree que las bacterias fueron 
las primeras formas de vida en la tierra (Oiseth 
et al., 2023); sin embargo, no fue hasta el siglo 
XVI con la invención del microscopio óptico y la 
confirmación de la teoría celular que el hombre 
pudo ver por primera vez a estos pequeños or-
ganismos en muestras de pacientes enfermos 
(Ledermann, 2012).

Desde entonces la necesidad de ver y clasi-
ficar las diferentes células han llevado a los cien-
tíficos a buscar técnicas para poder colorear las 
bacterias y así poder verlas y describirlas. Des-
pués de explorar una gran variedad de técnicas 
que no fueron tan efectivas, en 1847 Hans Chris-
tian Gram fue el responsable de diseñar la téc-
nica de tinción que hoy conocemos como “Tin-
ción de Gram” la cual colorea a las bacterias con 
un color azul/morado y de rosado/rojo según 
sus características estructurales, dando origen 
a una de las clasificaciones más conocidas para 
identificar bacterias: Gram positivas para las co-
lor azul-morado y Gram negativas paras las co-
lor rojo-rosado (Rodríguez & Arenas, 2018).

¿CÓMO SE HACE Y CÓMO 
FUNCIONA?

La tinción de Gram se basa en el uso de 4 
compuestos: Cristal Violeta, Yodo-Lugol, Al-
cohol-acetona y Safranina para teñir a las bac-

terias en una serie de pasos que se describen a 
continuación, pero se representa gráficamente 
en la Figura 1 y con la ayuda de un microscopio 
óptico podremos observar posteriormente.

Para realizarla necesitamos un portaob-
jetos que es una lámina de vidrio en donde se 
coloca y se fija la muestra que se teñirá. El pri-
mer paso es cubrir completamente con el cristal 
violeta, un colorante morado que entra a todas 
las bacterias presentes sin importar si son Gram 
positivas (+) o Gram negativas (-), luego se lava 
la laminilla con agua cuidando que esta no cai-
ga directamente en la muestra para eliminar el 
exceso de colorante morado. Posteriormente, 
cubrimos la muestra con el yodo-lugol el cual es 
un compuesto de Yodo (I2) con Yoduro de Pota-
sio (KI) que se une al cristal violeta tomando una 
coloración negruzca/marrón para volverlo inso-
luble en agua, y que de esta manera al entrar a 
las bacterias Gram positivas estas no se decolo-
ren en el siguiente paso, que es un lavado con 
una solución de alcohol-acetona la cual vuelve 
soluble el compuesto yodo-cristal violeta en las 
bacterias Gram negativas, que son incapaces de 
retener el color, dejándolas incoloras después 
del lavado con agua. Después, es necesario po-
ner un contraste sobre aquellas bacterias que no 
se colorearon con el cristal violeta (Gram nega-
tivas) para poder verlas al microscopio, para lo 
cual se usa el colorante safranina, que da la co-
loración rojiza a las bacterias que no fueron co-
loreadas por el cristal violeta (Smith & Hussey, 
2005). Finalmente se deja secar y se coloca la la-
minilla en el microscopio óptico con el aumento 
de 100X para poder observar las bacterias ade-
cuadamente tal como se ve en la Figura 2.
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Figura 1. Protocolo de la tinción de Gram.

Figura 2. Frotis de cultivo de Escherichia Coli (Gram Negativo) y Staphyilococcus aureus (Gram 
Positivo) teñido con tinción de Gram. Vista por microscopio óptico con aumento 100X.
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LAS BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM NEGATIVAS

Las bacterias, al igual que nuestras células humanas, tienen una membrana formada por mo-
léculas de fosfolípidos acomodados en dos capas que separa el citoplasma del ambiente exterior. 
Sin embargo, las bacterias tienen una característica especial que las hace diferentes de nuestras 
células y es que cuentan con una pared celular externa que ayuda a protegerlas del medio ambiente 
(temperatura, agentes químicos, antibióticos. etc.) y dependiendo del grosor de esta pared celular 
es que podemos diferenciar a las bacterias Gram positivas de las Gram negativas. Como se ve en la 
figura 3, las bacterias Gram positivas cuentan con una pared celular compuesta de peptidoglucanos 
que es muy gruesa y que impide la entrada o salida de ciertas moléculas, incluyendo al cristal viole-
ta durante la tinción de Gram, dejándolo atrapado y explicando el color morado que las caracteriza. 
Por otro lado, las bacterias Gram negativas tiene una pared de peptidoglucanos muy delgada ubi-
cada en un espacio llamado espacio periplásmico entre la membrana citoplasmática y una segunda 
membrana de fosfolípidos externa que es muy similar a la membrana citoplasmática; estas capas 
no son capaces de retener el cristal violeta por lo que al lavarlo con el alcohol-acetona pierden el 
color morado y es necesario colorearlas nuevamente con la safranina de color rojo/rosado para po-
derlas observar al microscopio. (Green, 2002).

Figura 3. Estructura de la membrana y pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram Negativas

LA UTILIDAD DE LA TINCIÓN DE GRAM EN LA MEDICINA

Gracias a la tinción de Gram es que se han mejorado ampliamente las investigaciones en el 
ámbito de la microbiología y la medicina ya que con esta se han podido identificar mucho más fá-
cilmente las diferentes bacterias existentes en el ambiente y en aquellas enfermedades humanas 
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causadas por bacterias y es que en la medicina 
es necesario poder identificar aquellas bacte-
rias que afectan al ser humano para poder dar 
un tratamiento adecuado, específico para aquel 
microorganismo que esté causando la enferme-
dad presente.
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